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3 
緒言 
 
 グリコシダーゼは、食物消化、糖タンパク質の翻訳後プロセッシング、それらの品質管理機構、
糖結合体のリソソーム異化など、幅広く重要な生物学的プロセスに関与している。したがって、グ
リコシダーゼ阻害剤はこのような生物学的プロセスが関与する糖尿病、ウイルス感染症、および
様々なリソソーム病に対して影響を与える 1)~4)。グリコシダーゼ阻害活性を有する化合物の中でも、
特にイミノ糖は天然基質の末端糖部分と構造的類似性を有しているため、グリコシダーゼを可逆的
かつ競合的に阻害し、種々の疾患に対する創薬のシーズ化合物として期待されている。 
今までに、多数のイミノ糖が植物や微生物から発見されており 5) 6)、母核構造に基づいて単環性の
ピぺリジン、ピロリジン、二環性のインドリチジン、ピロリチジン、ノルトロパンの 5 つの型に分
類される (Figure 1)。 
ピぺリジン型イミノ糖の代表例としては、桑の葉に含まれる 1-deoxynojirimycin (DNJ) があげら
れ、その誘導体である Miglitol 、Miglustat 、1-deoxygalactonojirimycin (DGJ) はそれぞれ医薬品と
して承認を受けている。Miglitol は日本で 2006 年 1 月にセイブルⓇとして販売された。小腸の α-グ
ルコシダーゼを阻害することで二糖類の分解を抑制し、糖の消化管吸収を抑えることから糖尿病治
療薬として承認を受けている 4)。Miglustatは日本で2012年5月にブレーザベスⓇとして販売された。
グルコシルセラミド合成酵素を阻害することで、細胞内のグルコシルセラミドの蓄積を抑制するこ
とからニーマンピック病 C 型治療薬として承認を受けている 7)。DGJ は 2016 年にヨーロッパで承
認された新薬で日本においても 2018 年 5 月にガラフォルドⓇとして販売された。リソソームの α-
ガラクトシダーゼを阻害することから、ファブリー病治療薬として承認を受けている 8) (Figure 2)。
ピロリジン型イミノ糖の代表例としては 2,5-dideoxy-2,5-imino-D-mannitol (DMDP) があげられ、β 指
向性の高い阻害活性を有することが報告されているため、リソソーム病の一つであるゴーシェ病の
治療に応用できると期待されている 9) 10) (Figure 2)。インドリチジン型イミノ糖の代表例としては
castanospermine (CST) 、swainsonine (SWA) などがあげられる。CST は、小胞体の α-グルコシダー
ゼの阻害活性を有し、デングウイルス感染を抑制する効果があると報告されている 11)~13)。 SWAは、
ゴルジ体において N –結合型グリコシル化を制御する α-マンノシダーゼ Ⅱを強力に阻害すること
が報告されているが 14)、薬理作用は今だ不明な点が多い(Figure 2)。ピロリチジン型イミノ糖の代
表例としては australine (AUS) があげられ、様々なグリコシダーゼに対して幅広く阻害活性を有し、
特にアミログルコシダーゼに対して強力な阻害活性を有することが知られている 15) (Figure 2)。ノ
ルトロパン型イミノ糖の代表例としては、calystegine があげられる。calystegine にはいくつかの異
性体が存在し、中でも calystegine B2は β-グルコセレブロシダーゼに対して強力な阻害活性を有する
ためピロリジン型イミノ糖の DMDP 同様、ゴーシェ病の治療に応用できると期待されている 16) 17) 
(Figure 2)。このうち、医薬品として承認を受けているイミノ糖は単環性のピペリジン型イミノ糖の
みである。その理由としては、ピぺリジン型以外のイミノ糖では構造から標的酵素を推測すること
が困難であることに加え、合成における必要工程数が多いことや誘導体の効率的な合成が困難であ
ることなど、合成面における問題点が存在することがあげられる。このような合成の困難さは、特
に二環性イミノ糖の実用化に向けた開発研究において大きな問題となる。近年、容易に入手可能な
L-glutamic acid から swainsonine の合成が報告されたが、工程数 14 steps、全収率 12%程度であった
18)。この結果は単環性イミノ糖である miglitol が D-glucose から工程数 7 steps、全収率 50%程度で得
られること 19)と比較して、極めて多工程かつ低収率であり二環性イミノ糖の合成が困難であること
4 
を示す。これらの理由から、二環性イミノ糖の生理活性や新規構造を有する二環性イミノ糖の合成
に関する知見は十分には得られていない。こうした現状を踏まえ、本研究では、まず植物から複数
の二環性イミノ糖の単離を試みるとともに、これまでに検討されていない、共通構造を有する単環
性イミノ糖との阻害特性の違いや関連性を検討した。更に、天然由来の二環性イミノ糖から得られ
た知見に基づいて新規構造を有する二環性イミノ糖をデザインし、新たに確立した簡便な合成法を
用いて誘導体を一挙合成することで、従来までの天然由来イミノ糖にはない新たな阻害特性を有す
る化合物を見出した。以下に詳細を示す。 
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Figure 1. イミノ糖の分類 
 
 
 
Figure 2. 代表的なイミノ糖 
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第一章 Castanospermum australe からのイミノ糖の単離 
 
第一節 C. australe に含まれるイミノ糖について 
 
C. australe はオーストラリア原産のマメ科植物である。1981 年に C. australe の種子からインドリ
チジン型イミノ糖である castanospermine (10) が最初に単離された 20)。castanospermine は小胞体や
リソソームの α-グルコシダーゼのような種々のグリコシダーゼの強力な阻害剤として注目を集め
ている 11)~13) 21) 22)。castanospermine がこの植物から単離されてから約 30 年が経過しているが、その
誘導体および立体異性体は依然として合成標的となっており 23)~25)、がん 26) 27)、C 型肝炎、インフ
ルエンザ、デング熱 28)およびリソソーム病 29) 30)のような疾患の治療薬として応用が期待されている。
最近では、6-O-butanoyl-castanospermine (Celgosivir) とペグインターフェロンおよびリバビリンとの
併用療法は慢性 C 型肝炎の患者の治療薬として第Ⅱ相臨床試験まで進み 31) 32)、デング熱の単剤療法
として Celgosivir の第Ⅰb 相試験が報告されている 33)。また、C. australe からはピロリチジン型イミ
ノ糖の単離も報告されている。例えばピロリチジン型イミノ糖である alexine 及び australine は C-3
位に炭素置換基を有する化合物であり、マメ科の C. australe、Alexa leiopetala から単離の報告があ
る 34) 35)。また、モクマオウ科とフトモモ科の属の植物からピロリチジン型イミノ糖である casuarine
が単離されるなど 36)、C. australe 以外の植物からもピロリチジン型イミノ糖の単離の報告はわずか
にあるものの、極めて限られた植物からしか単離されておらず、生理活性の知見については十分に
得られていない。 
本研究では、単環性イミノ糖の構造活性相関に関する我々の最近の研究に続いて 37)~40)、インドリ
チジン型イミノ糖である castanospermine やピロリチジン型イミノ糖である australine を筆頭に複数
の二環性イミノ糖を含むことが報告されている C.australe から複数の二環性イミノ糖を一挙に単離
することにより、これまでに検討されていない二環性イミノ糖と共通構造を有する単環性イミノ糖
との阻害特性の違いや関連性を検討した。 
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第二節 C.australe からのイミノ糖の単離および構造決定 
 
C.australe の種子 (5.8 kg) から得た、50%含水エタノール抽出液を、種々のイオン交換樹脂を用
いたクロマトグラフィーにて 3 つの画分に分画し、最終的に合計 11 種類のイミノ糖 (1-3, 5, 6, 8-12, 
14) を単離した。イミノ糖 1 は 1H-NMR および 13C-NMR の結果より、C.australe から以前に単離さ
れた 2R-hydroxymethyl-3S-hydroxypyrrolidine (CYB-3) として同定した 41) 42)。イミノ糖 2 と 3 は
1
H-NMR および 13C-NMR の結果から、それぞれ fagomine および 3-epi-fagomine として同定した。
fagomine (2) はソバ (Fagopyrum esculentum) 種子から最初に単離されたイミノ糖である 43)。また、
我々は以前アフリカ南部に生育する Xanthocecis zambesiaca の葉と根に fagomine (2) と
3-epi-fagomine (3) が豊富に存在することについても報告している 44)。イミノ糖 5, 6 と 8-12 は
1
H-NMR および 13C-NMR の結果より、C.australe から以前に単離されたピロリチジン型イミノ糖の
australine, 1-epi-australine, 2,3-diepi-australine, 2,3,7-triepi-australine とインドリチジン型イミノ糖
の castanospermine, castanospermine-8-O-β-D-glucoside, 6-epi-castanospermine として同定した 35) 42) 
45)。イミノ糖 14 は 1H-NMR および 13C-NMR の結果より、7-deoxy-6-epi-castanospermine として同
定した 46)。最近、この化合物は共通のキラル構築部分を有する(+)-tetramic acid 誘導体から 10 steps
で合成された報告がある 25)。 
次に、C.australe の乾燥した葉 (360 g) から得た、50%含水メタノール抽出液を、種々のイオン交
換樹脂を用いたクロマトグラフィー分離にて 5 つの画分に分画し、最終的に合計 9 種類のイミノ糖
(1, 2, 4-7, 10, 12, 13)を単離した。イミノ糖 4 と 7 は 1H-NMR および 13C-NMR の結果より、それぞれ
3,4-diepi-fagomine と 3-epi-australine として同定した 42) 44)。新規化合物 13 の構造決定は以下に記載
する方法で行った。新規化合物 13 は、HRFABMS により分子式 C8H15NO4と決定した。イミノ糖の
13
C-NMR の結果は 6-epi-castanospermine と密接に関連していた。1H-NMR の結果では H-1 は H-2 お
よび H-8a に対して 6-epi-castanospermine と同様の結合定数を示し、H-1 と H-8a は共通の立体化学
配置を示した。立体配置については、H-7 と H-8 または H-5ax との間の NOEs、および H-6 と H-8
の間の W 字型遠隔カップリングの存在によって裏付けられた。これらの結果から、新規化合物 13
は 6,8-diepi-castanospermine として同定した。 
最終的に、合わせて 14 種類のイミノ糖 (ピロリジン型 1 種類、ピペリジン型 3 種類、ピロリチ
ジン型 5 種類、インドリチジン型 5 種類) を単離することに成功した。目的とする二環性イミノ糖
は、これまでに報告のない新規化合物 1 種類を含めて、計 10 種類を一挙に入手することができた 
(Figure 3)。 
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Figure 3. C.australe から単離されたイミノ糖 
ピロリジン型イミノ糖 (a) 
1: 2R-hydroxymethyl-3S-hydroxypyrrolidine (CYB-3) 
ピぺリジン型イミノ糖 (b) 
2: fagomine、 3: 3-epi-fagomine、   4: 3,4-diepi-fagomine 
ピロリチジン型イミノ糖 (c) 
5: australine、  6: 1-epi-australine、  7: 3-epi-australine、  
8: 2,3-diepi-australine、 9: 2,3,7-triepi-australine   
インドリチジン型イミノ糖 (d) 
10: castanospermine、 11: castanospermine-8-O-β-D-glucoside 、  
12: 6-epi-castanospermine、13: 6,8-diepi-castanospermine 14:7-deoxy-6-epi-castanospermine 
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第三節 DMDP および DNJ 異性体の合成と単離 
 
2,5-dideoxy-2,5-imino-D-mannitol (DMDP) 、 2,5-dideoxy-2,5-imino-D-altritol (altro-DMDP) 、
2,5-dideoxy-2,5-imino-D-glucitol (DGDP)、2,5-dideoxy-2,5-imino-D-allitol (allo-DMDP) は我々が以前に
報告した方法で合成した 38)。1-deoxynojirmycin (DNJ) と 1-deoxymannojirimycin (manno-DNJ) は
Baphia nitida Lodd から単離し 47)、1-deoxyaltronojirimycin (altro-DNJ) は Scilla sibirica から単離した
48)。1-deoxytalonojirimycin (talo-DNJ) の合成は以下の方法で行った。 
容易に入手可能な L-glucuronolactone (15) を出発原料とし 49) 50)、C-5 位に窒素を導入し立体配置の
反転をし、C-3 位も立体配置を反転させることで保護された talo-azide (16) に変換した 38) 51)。次に
Dowex 50WX8 による酸加水分解により、イソプロピリデン保護基が除去され化合物 17 となり、最
後に炭素上パラジウムの存在下で水素化を行い、還元的アミノ化により talo-DNJを得た (Scheme 1)。 
 
 
Scheme 1. talo-DNJ の合成方法 
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第二章 共通構造を有する二環性イミノ糖と単環性イミノ糖の阻害活性の比較検討 
 
第一節 Australine の異性体および対応する DMDP の異性体のグリコシダーゼ阻害活性の比較 
 
ピロリチジン型イミノ糖は一般的に広範囲のグリコシダーゼに対して阻害を示すことが知られ
ている 48) 52)~54)。ピロリチジン型イミノ糖である 7-epi-australine はラット小腸由来マルターゼ、ブタ
腎臓由来トレハラーゼ、Aspergillus niger 由来アミログルコシダーゼをそれぞれ 310、310、92 µM の
50%阻害濃度（IC50）で阻害することが報告されている。一方、7-epi-australine の C-6α に OH 基が
導入された casuarine は、それぞれ IC50値 0.7、12、0.7 µM と各酵素への阻害活性が上昇することが
報告されている 42)。さらに casuarine の 6-O-α-D-glucoside は、Aspergillus niger 由来アミログルコシ
ダーゼに対する効力を保持しつつ (IC50 1.1 µM)、ブタ腎臓由来トレハラーゼに対する阻害活性を増
強させたが (IC50 0.34 µM)、ラット小腸由来マルターゼに対しては著しく阻害活性が低下した (IC50 
260 µM)。このようにピロリチジン型イミノ糖については、置換基のわずかな違いで酵素に対する
阻害活性が大きく変化するため、構造から阻害する酵素を推測することは容易ではない。我々は、
構造的類似性を有するピロリチジン型イミノ糖とピロリジン型イミノ糖において阻害活性の違い
が見られるのか検討するために、C.australe から単離した australine 異性体 (5-8) および対応する
DMDP 異性体の種々のグリコシダーゼ阻害活性を測定・比較し、構造と活性の関連性について検討
した。例えば、 [5+5]員環を有するピロリチジン型イミノ糖の australine (5)と 5 員環のピロリジン型
イミノ糖の DMDP が、それぞれ対応関係にある (Figure 4)。 
まず AUS と DMDP の酵素阻害活性を比較した (Table 1)。両化合物のマルターゼ、イソマルタ
ーゼ、スクラーゼに対する IC50値は 22〜290 µM の範囲内で阻害活性を示し、それぞれの阻害活性
について AUS と DMDP の間に大きな違いは見られなかった。一方、DMDP はラクターゼに対して
IC50値 7.3 µM、トレハラーゼに対して IC50値 225 µM、アルグルコシダーゼアルファに対して IC50
値 57 µM、β-グルコセレブロシダーゼに対して IC50 値 171 µM の阻害活性を示したが、AUS は
DMDP と比較しこれらの酵素に対する阻害活性が大きく低下した。次に、1-epi-AUS と altro-DMDP 
の酵素阻害活性を比較した。両化合物はマルターゼ、イソマルターゼに対して 1000 µM においても
阻害が認められなかった。一方、スクラーゼに対しては、altro-DMDP が IC50値 32 µM であったの
に対し、1-epi-AUS では IC50値 443 µM と阻害活性が低下した。α-ガラクトシダーゼ A に対する阻
害活性は、altro-DMDP が IC50値 4.3 µM であったのに対し、1-epi-AUS では 1000 µM で阻害が認め
られず、大きく阻害活性が低下した。逆に、altro-DMDP に比べ、1-epi-AUS において阻害活性が
上昇した例としてラクターゼがあった。次に、3-epi-AUS と DGDP の酵素阻害活性を比較した。
DGDP では認められたマルターゼ、イソマルターゼ、スクラーゼ、ラクターゼ、およびアルグルコ
シダーゼアルファに対する阻害活性が3-epi-AUSではそれら全てが消失した。最後に、2, 3-diepi-AUS
と allo-DMDP の酵素阻害活性を比較した。allo-DMDP では認められたイソマルターゼ、スクラーゼ、
ラクターゼ、および α-ガラクトシダーゼ A に対する阻害活性が、2, 3-diepi-AUS ではそれらの活性
が全て消失した。これらの結果をまとめると、AUS と DMDP、1-epi-AUS と altro-DMDP の関
係では、単環性ピロリジン型から二環性ピロリチジン型になることによる阻害活性の変化は、酵素
の種類により様々な挙動を示した。また、3-epi-AUS と DGDP 、 2, 3-diepi-AUS と allo-DMDP 
の関係では、単環性ピロリジン型から二環性ピロリチジン型になることで今回検討した全てのグリ
コシダーゼ阻害活性が消失するという結果が得られた。 
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Figure 4. australine の異性体および対応する DMDP の異性体の構造 
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第二節 Castanospermine の異性体および対応する DNJ の異性体のグリコシダーゼ 
阻害活性の比較 
 
次に、[6+5]員環を有するインドリチジン型イミノ糖と対応する 6 員環のピペリジン型イミノ糖の
阻害活性の比較を行った。例えば、[6+5]員環を有するインドリチジン型イミノ糖の castanospermine
は，6 員環のピペリジン型イミノ糖である 1-deoxynojirimycin (DNJ) が対応関係にある (Figure 5)。
1991 年に C.australe から単離された 6,7-diepi-castanospermine については 55)、以前に報告されている
方法で合成した 56) 57)。castanospermine (10) と DNJ の阻害活性を見ると、両化合物はピぺリジン環
に D-グルコースと同様の水酸基の配置を有するため、マルターゼ、イソマルターゼ、スクラーゼ、
およびアルグルコシダーゼアルファに対して強力な阻害を示し、IC50値は 0.1〜5.0 µM の範囲であ
った。また、castanospermine はラクターゼや β-グルコセレブロシダーゼのような β-グリコシダーゼ
に対し DNJ よりも強い阻害を示した。注目すべきは、manno-DNJ はピぺリジン環に D-マンノース
と同様の水酸基の配置を有するにも関わらず、α-マンノシダーゼに対する阻害は非常に弱かったこ
とである（タチナタマメ由来：IC50値 774 µM、ラット精巣上体由来：1000 µM で阻害活性が認めら
れなかった）。対照的に、manno-DNJ を二環になるように巻いた構造にあたる 6-epi-castanospermine 
(12) については、タチナタマメ由来 α-マンノシダーゼに対して IC50値 93 µM、ラット精巣上体由来
α-マンノシダーゼに対して IC50値 13 µM と manno-DNJ よりも強い阻害を示した。castanospermine
異性体 (12、13、6,7-diepi-castanospermine) と対応する DNJ 異性体 (manno-DNJ、talo-DNJ、altro-DNJ) 
の阻害活性の比較の結果、α-グルコシダーゼ (マルターゼ、イソマルターゼ、スクラーゼ) 阻害活
性については castanospermine 異性体のほうが強くなる傾向があり、二環性になることがグリコシダ
ーゼの阻害活性上昇に寄与していることが明らかとなった。特に、それらのスクラーゼ阻害活性は、
対応する DNJ 異性体と比べて 10 倍以上上昇した。しかしながら、6,8-diepi-castanospermine (13) は
α-ガラクトシダーゼ A に対して 1000 µM においても阻害活性が認められず、対応する talo-DNJ に
ついては IC50値 3 µM の阻害活性が認められたため、二環性になることにより阻害活性が上昇する
という傾向は全てのグリコシダーゼに当てはまる訳ではないことも明らかとなった。 
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Figure 5. CST の異性体および対応する DNJ の異性体の構造
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第三節 二糖負荷試験 
 
これまでの結果より、α-グルコシダーゼ阻害のために、ピペリジン型イミノ糖よりもインドリチ
ジン型イミノ糖がはるかに適していることが明らかになった。その中で、castanospermine (10) と
6-epi-castanospermine (12) はスクラーゼに対する強力な阻害を示し、IC50値はそれぞれ 0.23 μM およ
び 9.4 μM であった。今回、我々はマウスを用いてショ糖負荷後の血糖値に対する、castanospermine 
(10) と 6-epi-castanospermine (12)の影響を調べた。コントロール群には生理食塩水を用いた。α-グル
コシダーゼ阻害薬である miglitol は小腸の上部領域で迅速かつ完全に吸収されるため、同じ阻害機
序を有する acarbose や voglibose とは吸収様式が異なっている 58)。この薬物動態学的特性は、食後
の高血糖を強力かつ早期に抑制することを可能とし、胃腸合併症もほとんど起こさない。絶食マウ
スに対するショ糖の投与 (2.5 g/kg 体重, p.o.) により、投与前には 78±4 mg/dL であった血糖値が、
15分後には 182±2 mg/dLまで急速に上昇した。その後、血糖値は 120分で前処置レベルに回復した。
コントロール群と比較して miglitol は 15 分および 30 分で有意に低い血糖値を示した。食後の高血
糖を強力かつ早期に抑制するこの挙動は、miglitol の優れた特徴である。castanospermine (10) およ
び 6-epi-castanospermine (12) 群は、コントロール群と比較して 15 分、30 分、および 60 分で有意に
低い血糖値を示した。また、castanospermine (10) 群は、miglitol と比較しても血糖値抑制効果はよ
り優れていた (Figure 6)。 
 
 
 
 
 
 
17 
 
Figure 6. 血糖値に対するmiglitol, castanospermine (10: CST), 6-epi-castanospermine (12: 6-epi-CST) の
影響 
ショ糖 (2.5 g/kg体重, p.o.) の投与後の雄のC57BL/6J絶食マウスに対し、miglitol (2.5 mg/kg体重, 緑
色)、castanospermine (2.5 mg/kg 体重, 赤色)、6-epi-castanospermine (2.5 mg/kg 体重, 橙色)を投与し血
糖値を測定した。コントロール群には生理食塩水を用いた(青色)。値は平均値± SEM で示した(n = 5)。
**p < 0.01、*p < 0.05。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
18 
小括 
 
第一章では、C.australe からイミノ糖 14 種類 (ピロリジン 1 種類、ピペリジン 3 種類、ピロリチ
ジン 5 種類、インドリチジン 5 種類) の単離に成功し、単離したイミノ糖の構造決定について述べ
た。C.australe から単離された新しいイミノ糖の構造は、6,8-diepi-castanospermine (13) として分光
学的方法によって同定した。 
第二章では、単環性および二環性イミノ糖のグリコシダーゼ阻害活性の違いを明らかにする目的
で比較を行った。その結果、インドリチジン型イミノ糖については、阻害するグリコシダーゼの種
類は、対応するピぺリジン型イミノ糖の特徴を引き継いでおり、酵素に対する阻害活性は二環性イ
ミノ糖が強い阻害を示す傾向にあることが明らかとなった。ピロリチジン型イミノ糖については、
インドリチジン型-ピぺリジン型イミノ糖間の関係とは異なり、AUS と DMDP、1-epi-AUS と 
altro-DMDP の比較により阻害活性は酵素の種類により様々な挙動を示すことが明らかとなり、
3-epi-AUS と DGDP 、 2, 3-diepi-AUS と allo-DMDP の比較により酵素に対する阻害活性は二環性
イミノ糖が弱い阻害を示す傾向にあることが明らかとなった。この結果から、ピロリチジン型イミ
ノ糖が阻害する酵素を、ピロリジン型イミノ糖の構造から予測することは困難であることが示唆さ
れた。また、二糖負荷試験の結果から、castanospermine (10) の食後の血糖値の抑制効果は miglitol
よりも優れていることが明らかとなった。 
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実験の部 
 
1. 使用機器 
吸光光度計 U1100 : HITACHI 
恒温槽   WATER BATH : SANSYO 
沸騰水浴    WATER BATH : SANSYO 
ソニケーター ULTRA SONIC CLEANER : AS ONE 
タッチミキサー TSTE TUBE MIXER : SIBATA 
組織用ホモジナイザー TSTE TUBE MIXER : SIBATA 
超遠心機 himac CR20GⅡ : HITACHI 
遠心分離機 LC-200 : TOMY 
 
2. 植物材料 
今回使用した全ての植物材料は、北陸大学薬草園にて栽培を行い、採取したものを用いた。 
 
3. 実験方法 
3.1. 抽出と分離 
C.australeの種子 (5.8 kg) の 50%EtOH抽出液をAmberlite IR-120B (2000 mL, H+型) のカラムにア
プライした。0.5 M NH4OH 溶出液を濃縮して茶色の油状物  (49.2 g) を得た。その油状物を
Dowex1-X2 (OH
-型) に適用しアミノ酸および色素を除去し、H2O で溶出した。その溶出液を濃縮し、
H2Oを溶出液とするAmberlite CG-50カラム (2000 mL NH4
+型) でクロマトグラフィーを行った (フ
ラクションサイズ 500 mL)。H2O溶出液をⅠ (フラクション 1-3, 36.5 g) とⅡ (フラクション 4-6, 3.17 
g) の画分に分けた。同じカラムからの 0.5 M NH4OH 溶出液を画分Ⅲ (フラクション 2-8, 5.5 g) とし
た。各画分を溶出液として H2O を用いた Dowex1-X2 (OH
-型) のクロマトグラフィー、または
Amberlite CG-50 カラム (2.0×95 cm NH4
+型) のクロマトグラフィー、もしくは両方のクロマトグラ
フィーにより、画分Ⅰから castanospermine (10) (1.54 g)、castanospermine-8-O-β-D-glucoside  (11) 
(182 mg)、6-epi-castanospermine (12) (813 mg)、7-deoxy-6-epi-castanospermine (14) (7 mg)、画分Ⅱから
australine (5) (599 mg)、1-epi-australine (6) (1.36 g)、画分Ⅲから 2R-hydroxymethyl-3S-hydroxypyrrolidine 
(CYB-3: 1) (2.40 g)、fagomine (2) (255 mg)、3-epi-fagomine (3) (69 mg)、2,3-diepi-australine (8) (208 mg)、
2,3,7-triepi-australine (9) (15 mg)を得た。 
C.australeの葉 (360 g) の 50%MeOH抽出液をAmberlite IR-120B (250 mL, H+型)のカラムにアプラ
イした。0.5 M NH4OH 溶出液を濃縮して褐色の油状物 (7.2 g)を得た。その油状物を、H2O を溶出液
とする Amberlite CG-50 カラム (2.0×95 cm NH4
+型)でクロマトグラフィーを行った (フラクション
サイズ 15 mL)。H2O 溶出液をⅠ (フラクション 18-27, 4.6 g) とⅡ (フラクション 28-34, 320 mg) と
Ⅲ (フラクション 35-62, 540 mg) の画分に分けた。同じカラムからの 0.1 M NH4OH 溶出液をⅣ (フ
ラクション 15-60, 880 mg) とⅤ (フラクション 72-84, 200 mg) とⅥ (フラクション 85-100, 115 mg) 
の画分に分けた。各画分を溶出液としてH2Oを用いたDowex1-X2 (OH
-型) のクロマトグラフィー、
または 0.01 M NH4OH を用いた CM-SephadexC-25 カラム (NH4
+型) のクロマトグラフィー、もしく
は両方のクロマトグラフィーにより、画分Ⅰから castanospermine (10) (1.04 g)、6-epi-castanospermine  
(12) (41 mg)、6,8-diepi-castanospermine (13) (7 mg)、画分Ⅱから australine (5) (123 mg)、画分Ⅲから
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1-epi-australine (6) (200 mg) 、 画 分 Ⅳ か ら 3-epi-australine (7) (335 mg) 、 画 分 Ⅴ か ら
2R-hydroxymethyl-3S-hydroxypyrrolidine (CYB-3: 1) (98 mg)、fagomine (2) (15 mg)、3,4-diepi-fagomine 
(4) (84 mg)を得た。 
 
3.2. 各酵素に対する阻害活性の測定 
α-マンノシダーゼ (タチナタマメ由来)、p-nitrophenyl glycosides、 種々の二糖類は Sigma-Aldrich 
Co. から購入した。刷子縁膜は、Kessler らの方法 60)に従ってラットの小腸から調製した。 
ラットの腸のマルターゼ、イソマルターゼ、スクラーゼ、ラクターゼおよびトレハラーゼ活性は、
基質として適切な二糖類を用いて pH 6.8 で測定した。ラットの腸内グリコシダーゼ活性の測定の為
に、25 mM の基質および適量の酵素を含んだ反応液を 10~30 分間、37℃でインキュベーションを行
った。その後、100℃で 3 分間加熱することにより反応を停止させた。遠心分離後、得られた反応
混合物 0.05 mL にグルコース CⅡ-テストワコー (富士フィルム和光純薬株式会社, 日本) を添加し
た。生成した D-グルコース量を定量するために、505 nm における吸光度を測定した。ラット精巣
上体液は、Skudlarek らの方法 61)に従って、精巣上体から調製した。調製された精巣上体液および
タチナタマメ由来 α- マンノシダーゼ 活性は各酵素の最適 pH で、基質として
p-nitrophenyl-α-D-mannopyranoside を用いて測定した。2 mM の基質および適量の酵素を含有した反
応混合物に、400 mM Na2CO3を 2 mL 加えることで反応を停止させた。その後、p-nitrophenol 量を
決定するために 400 nm における吸光度を測定した。アルグルコシダーゼアルファ, β-グルコセレブ
ロシダーゼおよび α-ガラクトシダーゼ A は Genzyme (Boston, MA) から購入し、酵素の活性を評価
するために 4-methylumbelliferyl-α-D-glucoside, β-D-glucoside, α-D-galactoside (Sigma-Aldrich Co.) をそ
れぞれ基質として用いた。 F-4500 蛍光分光光度計  (Hitachi, 日本 )を用いて、遊離した
4-methylumbelliferone の蛍光を測定した (励起 362 nm, 蛍光 450 nm)。 
 
3.3. 二糖負荷試験 
動物実験プロトコールは、富山大学動物実験委員会 (A2013UH-3) の承認を受けた。一晩絶食後
の雄の C57BL/6J マウス (30-35 g)を二糖負荷試験に用いた。ショ糖 (2.5 g/kg 体重) ならびに CST、
6-epi-CST、miglitol を生理食塩水に溶解し、マウスに胃管を介して投与した。コントロール群には
ショ糖のみを溶解させた生理食塩水を投与した。血糖値測定のためにショ糖負荷後 0, 15, 30, 60 お
よび 120 分後の血液試料を尾部の静脈から得た。血糖値は、portable kit, StatStrip XpressⓇ (Nova 
Biochemical Co. Ltd. MA, USA) を用いて測定した。 
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機器データ 
機器情報 
1
H-NMR (500 MHz)、13C-NMR (125 MHz) は Bruker DRX500 分光光度計を使用して測定した。 
化学シフトは、内部標準として D2O 中の sodium 3-(trimethylsilyl)-propionate (TSP)の低磁場の ppm を
用いた。1H-NMR (500 MHz)、13C-NMR (125 MHz)のシグナルの帰属は、広範囲の同核デカップリン
グ実験、および DEPT、1H-13C COSY、HMQC および HMBC 分光データから決定した。HRFABMS
は JEOL JMS-700 スペクトロメーターを使用し、マトリックスとしてグリセロールを用いた。試料
の純度は、溶媒系 PrOH-AcOH-H2O (4:1:1) のシリカゲル 60F254 を用いた HPTLC により調べ、
chlorine-o-tolidine 試薬またはヨウ素蒸気を検出に使用した。1-Deoxytalonojirimycin (talo-DNJ) の合
成に関しては、Bruker AVⅡ-400 装置で NMR スペクトルを記録し、内部標準として残存非重水素化
溶媒を用いた (D2O: δH = 4.79 ppm)
59)。D2O 試料の
13
C スペクトルの場合、アセトンを基準として添
加した (acetone: δMe = 30.89 ppm)。HRMS は ESI (4000 V)、および TOF 質量分析器を使用して記録
した。旋光度は Perkin-Elmer Model 341 偏光計を用いて 589 nm で記録し、サンプル濃度 (c) は g/100 
mL.、単位は 10-1 (deg cm2 g-1)を用いた。 
 
6,8-diepi-castanospermine (13) 
colorless oil; 
1
H NMR (500 MHz, D2O): δH 1.73-1.80 (1H, m, H-2), 2.15 (1H, dd, J = 1.0, 5.0 Hz, H-8a), 
2.20 (1H, dd, J = 9.2, 9.2 Hz, H-3), 2.32 (1H, dd, J = 2.1, 12.4 Hz, H-5 ), 2.37 (1H, m, H-2), 3.13 (1H, dd, J 
= 1.8, 9.2 Hz, H-3), 3.29 (1H, dd, J = 3.2, 12.4 Hz, H-5) , 3.68 (1H, dd, J = 3.2, 3.2 Hz, H-7) , 3.97 (1H, m, 
H-6) , 4.41 (1H, dd, J = 1.0, 3.2 Hz, H-8) , 4.56 (1H, ddd, J = 2.7, 5.0, 7.4 Hz, H-1); 
13
C NMR (125 MHz, 
D2O): δC 36.3 (C-2), 54.2 (C-3), 59.0 (C-5), 70.4 (C-8a), 72.5 (C-6), 72.8 (C-7), 73.8 (C-8), 75.8 (C-1); 
HRMS (FAB) Calcd for C8H16NO4 190.1080; Found: 190.1079 (M
+
+1); [α]25D  +3.3 (c 0.2, H2O). 
 
1-deoxytalonojirimycin (talo-DNJ)の合成 
5-azido-5-deoxy-1,2-O-isopropylidene-α-D-talofuranose (16) (1.50 g, 6.12 mmol, 1.0 equiv)をH2O (20 
mL) に溶解させた。Dowex 50WX8樹脂(H+型, 2.50 g)を添加後、懸濁液を70℃に加熱し、同温度で3
時間 撹拌した。その後、混合物を25℃まで冷却し濾過を行い、樹脂をさらにH2O (20 mL) で洗浄
した。その濾液にPd/C  (10 % Pd, 625 mg) を加え、容器をアルゴンで2度排気後、H2置換を行いH2
下、25℃で24時間撹拌した。その反応混合物をガラスマイクロファイバー (GF/B) で濾過し、減圧
下で濃縮した。残渣をイオン交換クロマトグラフィー (Dowex 50WX8, H+型) を用いてH2O (20 カ
ラム用量)、続いてNH4OH溶液 (7 %, 2 カラム用量) で洗浄し、精製を行った。アンモニア画分を集
め、減圧下で濃縮し1-deoxytalonojirimycin (826.6 mg, 5.07 mmol, 収率83%) を無色の油状物として得
た。 
 
1-deoxytalonojirimycin (talo-DNJ) 
colorless oil; 
1
H NMR (400 MHz, D2O): δH 3.34 (1H, dd, J = 13.8, 2.0 Hz), 3.48 (1H, td, J = 6.9, 1.7 Hz), 
3.61 (1H, dd, J = 13.8, 2.9 Hz ), 3.92 (1H, t, J = 3.4 Hz), 3.96 (2H, d, J = 6.9 Hz) , 4.25-4.22 (1H, m) , 
4.34-4.30 (1H, m) ; 
13
C NMR (100 MHz, D2O): δC 49.6 , 59.6 , 62.0 , 69.8 , 69.9 , 70.2 ppm ; 
HRMS(ESI-TOF) Calcd for C6H13NO4 164.0923; Found: 164.0916 (M
+
+1); [α]20D  -22.5 ( H2O, c = 1.0); 
{ [α]23D  -22.4 ( MeOH, c = 1.6)}. 
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第三章 ピロリジン型イミノ糖をベースとした新規二環性イミノ糖のデザインと合成 
 
第一節 ピロリジン型イミノ糖をベースとした新規二環性イミノ糖のデザイン 
 
第一章、第二章での結果からインドリチジン型イミノ糖が阻害するグリコシダーゼの種類は対応
するピぺリジン型イミノ糖の特徴を引き継いでおり、阻害する酵素の予測は比較的容易であること
が明らかとなった。その一方で、ピロリチジン型イミノ糖はインドリチジン型イミノ糖と違い、阻
害する酵素を予測することは困難であることが明らかとなった。ピロリチジン型イミノ糖の実用化
に向けた最適化のためには、更に詳細に異性体間の阻害特性の違いあるいは誘導体化による阻害活
性の変化を検討する必要がある。そのためには、より多くのピロリチジン型イミノ糖を用いて阻害
活性を比較していく必要があるが、ピロリチジン型イミノ糖を含む天然物は C.australe 以外にはき
わめて限られた報告しかなく 62)、単離した化合物のみを用いてこれらを詳細に検討することは困難
である。 
そこで本研究では簡便かつ柔軟な合成によって二環性イミノ糖を複数得ることを目的とし、 
[5+5]員環構造のイミノ糖のデザインを検討し、基質としてピロリジン型イミノ糖である DMDP、
L-DMDP、ido-L-DMDP を基にした[5+5]員環構造のイミノ糖のデザインを行った (Figure 7)。これら
を基質として選択した理由は、天然物由来の DMDP を基にした二環性イミノ糖と、DMDP とは立
体構造が異なりかつ天然に存在しない L-DMDP、ido-L-DMDP を基にした二環性イミノ糖との間で
グリコシダーゼ阻害活性の違いを比較することで、天然物由来のピロリチジン型イミノ糖からは得
ることのできない、阻害活性の新たな傾向を見出だすことを可能とするためである。これまで二環
性イミノ糖の合成は困難であるとされてきたが、本研究で用いたデザインでは DMDP などのピロ
リジン型イミノ糖からわずか 2 steps で二環性イミノ糖を合成することが可能な方法を用いること
でその問題を克服している。さらに、母核構造を固定し、自由に官能基を付加することが可能なた
め、多数の誘導体を合成するのに適しており、構造活性相関の検討において極めて有益な方法であ
るといえる (Scheme 2)。 
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Figure 7.  DMDP、L-DMDP、ido-L-DMDP の構造 
 
 
Scheme 2. 新規二環性イミノ糖の合成方法 
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第二節 ピロリジン型イミノ糖をベースとした新規二環性イミノ糖の合成 
 
D-xylose を出発原料とし、既存の方法に従い 15 steps 全収率 26%でピロリジン型イミノ糖である
L-DMDP (1) を合成した 63)~68)。その後、トリエチルアミン、ピリジン存在下において対応するイソ
チオシアネートを用いて、化合物 2a～2z を合成した。最後に化合物 2a～2z に対し濃塩酸とメタノ
ールを用いることで化合物 3a～3z を合成した(Scheme 3)。 
次に、DMDP (ent-1)を出発化合物として、化合物 2a～2e、3a～3e のエナンチオマー (ent-2a~2e, 
ent-3a~3e)も合成した(Scheme 4)。 
さらに、tri-O-acetyl-D-glucalを出発原料とし、既存の方法に従い 12 steps 全収率 18%で ido-L-DMDP 
(ido-1)を合成した 69)。その後、上記と同様の方法で化合物 2t、3t の ido 体 (ido-2t , ido-3t)を合成し
た(Scheme 5)。 
 
Scheme 3. Reagents and conditions: (a) RNCS, NEt3, pyridine, rt; (b) conc. HCl, MeOH, 50℃ 
                                    ( )
a
: yield 
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Scheme 4. Reagents and conditions: (a) RNCS, NEt3, pyridine, rt; (b) conc. HCl, MeOH, 50℃ 
( )
a
: yield 
 
 
 
 
 
Scheme 5. Reagents and conditions: (a) 3,4-Dichlorobenzylisothiocyanate, NEt3, pyridine, rt (94%)
a
; 
(b) conc. HCl, MeOH, 50℃ (quant.)  ( )a: yield 
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第四章 合成したイミノ糖誘導体のグリコシダーゼ阻害活性の評価 
 
第一節 DMDP、L-DMDP 及び誘導体のグリコシダーゼ阻害活性比較 
 
本章では、DMDP、L-DMDP 及び誘導体の各種グリコシダーゼに対する阻害活性を評価し、構造
の違いによる各種酵素に対する阻害活性の比較を行った。 
DMDP を基にした二環性イミノ糖 ent-3c、L-DMDP を基にした二環性イミノ糖 3c の阻害活性を
比較した(Table 3)。その結果、DMDP を基に合成した二環性イミノ糖 ent-3c は、DMDP が阻害活性
を示さなかったヒトリソソーム β-グルコシダーゼに対して IC50値 2.4 μMと強い阻害活性を示した。
また、L-DMDP を基に合成した二環性イミノ糖 3c は、L-DMDP および C.australe から単離した化合
物が阻害活性を示さなかった α-L-ラムノシダーゼに対して IC50値 1.6 μM と強い阻害活性を示した。 
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Table 3. Concentration of DMDP, L-DMDP and their cyclic isothiourea derivatives giving 50% inhibition of 
various glycosidase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DMDP(ent -1) ent -3c L-DMDP(1) 3c
α-L-Rhamnosidase
Penicillium decumbens NI NI NI 1.6
β-Glucosidase
Almond 10 NI NI NI
Bovine liver 9.7 63 NI NI
Human lysosome NI 2.4 NI NI
β-Galactosidase
Bovine liver 3.3 NI NI NI
α-L-Fucosidase
Bovine kidney NI NI NI NI
α-Glucosidase
Rice 214 NI 5.8 NI
Rat intestinal maltase 290 NI 1.2 NI
A.niger 131 NI NI NI
Trehalase
Porcine kidney 200 NI 48 NI
E.coli NI NI NI NI
NI : No inhibition (less than 50% inhibition at 1000 µM)
β-Glucronidase
Enzyme
IC50 (µM)
Amyloglucosidase
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第二節 アルキル鎖の長さの影響 (DMDP 誘導体) 
 
β-グルコシダーゼ阻害剤は、リソソームに存在する β-グルコシダーゼの変異により、酵素活性が
低下する疾患であるゴーシェ病の pharmacological chaperone (PC) 療法の治療薬として期待されてい
る。 
そこで、そのような治療標的として期待ができるヒトリソソーム β-グルコシダーゼに対する阻害
活性の更なる上昇を目的に、DMDP を基にした二環性イミノ糖前駆体と二環性イミノ糖の窒素原子
にそれぞれ長さの違うアルキル鎖が結合した ent-2a～ent-2e、ent-3a～ent-3e の阻害活性を比較した 
(Table 4)。まず、ent-2a～ent-2e について見ると、α-L-ラムノシダーゼに対しては阻害活性を示すも
のは認められなかった。ウシ肝臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラクトシダーゼに対してはアルキル
鎖が伸長するにつれて阻害活性が上昇する傾向が見られ、アルキル鎖が n=11の ent-2e において IC50
値がそれぞれ 23 μM、24 μM と強い阻害活性を示した。ヒトリソソーム β-グルコシダーゼに対して
もアルキル鎖が伸長するにつれて阻害活性が上昇する傾向が見られ、アルキル鎖が n=11 の化合物
ent-2e において IC50値 0.16 μM と強力な阻害活性を示した。続いて、ent-3a～ent-3e について見てみ
ると、α-L-ラムノシダーゼに対してはアルキル鎖が伸長するにつれて阻害活性が上昇する傾向が見
られ、アルキル鎖が n=11 の ent-3e においては IC50値 67 μM と最も強い阻害活性を示した。ウシ肝
臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラクトシダーゼに対しても阻害活性の上昇が見られ、アルキル鎖が
n=11 の ent-3e においては IC50値 13 μM、32 μM の阻害活性を示した。また、ヒトリソソーム β-グ
ルコシダーゼに対してはアルキル鎖が n=11の化合物 ent-3eにおいて IC50値 1 μMと強い阻害活性を
示し、ent-2a～ent-2e の結果と同様、アルキル鎖が伸長するにつれて阻害活性が上昇する傾向が見
られたが、化合物 ent-2e の IC50値 0.16 μM には及ばない結果となった。今回合成した化合物 ent-2e
については、ヒトリソソーム β-グルコシダーゼに対して IC50値 0.16 μM と強力な阻害活性を有する
ことからゴーシェ病の PC 療法の治療薬の候補になりうると考えられる。 
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第三節 結核菌と α-L-ラムノシダーゼについて 
 
結核は HIV、マラリアと並んで世界の三大感染症の 1 つである。世界人口の約 1/3 が結核菌に感
染していると言われており、年間 960 万人が発症、150 万人が死亡している 70)。発症患者の多くは
発展途上国や旧社会主義国に分布しており、多くの先進国では、結核罹患率は低蔓延国の水準であ
る 10 を下回っているが、日本では 13.9 となっており、低蔓延国の水準には至っていない。また、
日本における平成 28 年の全死亡者数 130 万 7765 人中、結核による死亡者数は 1889 人で、死亡原
因としては 28 位である 71)。結核が蔓延している原因の一つとしては、結核菌に多剤耐性が生じて
いることが考えられる 72)。 現在の結核の標準的治療は、抗結核薬 2～4 剤を併用して 6 か月間服用
する多剤併用療法である。標準的治療に使用される抗結核薬のうち、ミコール酸合成阻害作用をも
つイソニアジドと RNA ポリメラーゼ阻害活性を持つリファンピシンが特に強い抗結核作用を持っ
ており、これら 2 剤に耐性を示す結核菌を多剤耐性結核菌  (Multi Drug Resistant Tuberculosis: 
MDR-TB) という。また、多剤耐性結核菌のうち、標準的治療に用いられるニューキノロン系抗生
剤 (フルオロキノロン、レボフロキサシンなど) の 1 種類以上に耐性、かつ注射可能な抗結核薬 (ア
ミカシン、カナマイシンなど) の 1 種類以上に耐性のある菌を超多剤耐性結核菌 (Extensivery Drug 
Resistant Tuberculosis: XDR-TB) という。MDR-TBでは治療成功率が 50~75%程度と言われており 73)、
XDR-TB はより治療が難しくその治療成功率は 30~50%程度だと言われている 74)75)。2014 年には世
界中で約 48 万人が MDR-TB を発症し、約 19 万人が MDR-TB で死亡したと報告されている。また
MDR-TB のうち約 10%が XDR-TB であったと報告されている 70)。このような背景からも、結核の
化学療法における新しい抗結核薬の開発は、多剤耐性結核の治療、発生防止、治療完了率の向上な
ど結核対策において多くの効果が期待できる。結核に対する治療薬は、1944 年に米国でストレプト
マイシンが開発され、1971 年にリファンピシンが承認されるのを最後に、フルオロキノロン剤の結
核への使用を除くと新しい系統の薬剤は 40 年以上開発されていなかった。しかし、近年になりい
くつかの新たな薬剤が開発され、臨床での使用に向けて研究が行われている。その中で、大塚製薬
で開発されたデラマニドは新系統（ニトロイミダゾール系）の抗結核薬であり、ヨーロッパでの 2014
年 4 月の承認に続き、日本でも 2014 年 7 月に多剤耐性肺結核を適応症として承認された 76)。また、
2018 年 3 月には製造販売承認を取得している。デラマニドを使用すると、多剤耐性結核の治療薬と
してニューキノロン系抗菌剤などの他の二次抗結核薬と併用した場合に、併用しない場合と比べ治
療開始 2 か月後の排菌陰性化率が有意に改善することが報告されている 77)。また、結核菌のエネル
ギー生成に必須である ATP 合成酵素を特異的に阻害するベダキリンという新機序の抗結核薬が、
2012 年 12 月に欧米で承認され、日本においてもヤンセンファーマ株式会社が 2018 年 1 月に製造販
売承認を取得している。 
近年、α-L-ラムノシダーゼ阻害剤が抗結核薬になりうることが報告されている 78)。結核菌はマイ
コバクテリウム属細菌であり、脂質に富む特異な細胞壁構造を持つ。結核菌の細胞壁骨格を構成し
ているのは、多糖類であるペプチドグリカンに共有結合した糖脂質のアラビノガラクタン、さらに
エステル結合したミコール酸であり、mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan (mAGB) 複合体と呼ばれ
ている。mAGB は 1 ユニットにつき、1 分子のペプチドグリカンと 1 分子のアラビノガラクタン、
16 分子のミコール酸が含まれる (Figure 7)79)。ペプチドグリカンは L-ラムノース残基を含むラムノ
ース-N-アセチルグルコサミン-リン酸をリンカーとしてアラビノガラクタンのガラクタンに結合す
るため、L-ラムノースは結核菌の細胞壁形成に必須の役割を果たしていると言える 80) 81)。α-L-ラム
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ノースはグリコシダーゼの 1 つである α-L-ラムノシダーゼによって加水分解され、分解と再合成を
繰り返すことで結核菌の細胞壁の強度が保たれている。そのため、α-L-ラムノシダーゼを阻害する
ことで結核菌の細胞壁の分解と再合成のサイクルを阻害することができれば、抗結核薬として応用
できると考えられる。また、L-ラムノースは哺乳類に対する生理活性を有さず、ラムノースの代謝
はヒトに影響を与えないと考えられているため 78)、α-L-ラムノシダーゼは結核治療における副作用
の発生リスクの少ない新しい治療標的としても期待できる。 
そこで、α-L-ラムノシダーゼ阻害剤として着目されているのがイミノ糖である。一般的には、イ
ミノ糖は対応する基質のピラノシル及びフラノシル部分を模倣することによってグリコシダーゼ
を阻害する。しかしながら、α-L-ラムノシダーゼの基質となる 6 員環の L-ラムノピラノースと相同
性の高い構造を有するピペリジン型イミノ糖である 1-deoxyrhamnojirimycin (DRJ) において、α-L-
ラムノシダーゼに対する阻害活性が 770 µM という高濃度においても見られず、一方で DRJ と比べ
基質化合物との相同性が劣る 5-epi-DRJ においては IC50値 10 µM と強い阻害活性が報告されている 
(Figure 8) 
82)。 この結果は、グリコシダーゼに対する阻害活性は、阻害剤と基質との相同性に相関
するというこれまでの知見とは一致しない結果となっている。そこで、阻害活性の強かった
5-epi-DRJ を基にし、1 位にヒドロキシメチル基やカルボニル基を導入したもの、テトラゾール環を
導入した二環性化合物などが合成されたが、5-epi-DRJ の阻害活性を超える化合物は現れず、α-L-
ラムノシダーゼ阻害剤の構造的要件は十分に解明されなかった 82)。このような背景から、α-L-ラム
ノシダーゼ阻害を有するイミノ糖は 6員環であるピペリジン型イミノ糖ではなく別の構造のイミノ
糖をベースにする必要があると考えられ、次に 5 員環であるピロリジン型イミノ糖を基盤とした化
合物の開発が行われている。実際に α-L-ラムノシダーゼの基質となる 5 員環構造の L-ラムノフラノ
ースを模倣した化合物である 1,4-dideoxy-1,4-imino-L-mannitol (L-DIM) では IC50値 52.8 µMと中程度
の阻害活性が、L-6-deoxy-DIM では IC50値 4.0 µM と強い阻害活性が報告されている 
83)84)。また、
我々の以前の研究で 1,4-dideoxy-1,4-imino-L-lyxitol (LIL) の α-L-ラムノシダーゼに対する IC50 値は
340 µM と弱い阻害活性を示したが、その N-benzyl 体 (N-benzyl-LIL) においては IC50値 13 µM と中
程度の阻害活性を示したことを報告しており、この結果は「N-benzyl 基のような芳香族基が α-L-ラ
ムノシダーゼ阻害活性の増強をもたらす」ことを示唆している 85)。さらに興味深いことに、L-DIM
の二環性誘導体である L-swainsonine (L-SWN) では IC50値 0.3 µM、(6R)-C-methyl-L-SWN では α-L-
ラムノシダーゼに対して IC50値 0.034 µM と強力な阻害活性を示した 
84) 86)。このような事実から、
「ピロリジン型イミノ糖ベースの環化」と「メチル基のようなアルキル鎖の導入」が α-L-ラムノシ
ダーゼに対する阻害活性の増強をもたらすのではないかと考えられる。 
本研究では、L-DMDP および C.australe から単離した化合物では阻害活性が見られなかった α-L-
ラムノシダーゼに対して、IC50値 1.6 μM と強い阻害活性を示すことが明らかになった化合物 3c を
基に、α-L-ラムノシダーゼに対する阻害活性の更なる上昇を目的に誘導体を合成しそれらの阻害活
性を比較した。 
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Figure 7. ミコール酸、アラビナン、ガラクタン(mAGB)複合体の構造模式図 
出典: 日本細胞学雑誌 65 (3): 357, 2010. 一部改変 
 
 
 
 
Figure 8. イミノ糖の構造と、α-L-ラムノシダーゼに対する阻害活性 
 
 
L-ラムノピラノース 
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第四節 アルキル鎖の長さの影響 (L-DMDP 誘導体) 
 
α-L-ラムノシダーゼに対する阻害活性の更なる阻害活性の上昇を目的に、L-DMDP を基に合成し
た二環性イミノ糖前駆体と、二環性イミノ糖の窒素原子にそれぞれ長さが異なるアルキル鎖が結合
した化合物 2a～2e、3a～3e の結果を比較した (Table 5)。まず、2a～2e について見ると、α-L-ラム
ノシダーゼに対しては全ての化合物で阻害活性が認められず、二環性イミノ糖前駆体ではアルキル
鎖の長さが阻害活性に影響しないことが明らかとなった。ウシ肝臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラ
クトシダーゼに対する阻害活性は、アルキル鎖が伸長するにつれ阻害活性が強くなる傾向が見られ、
アルキル鎖がn=3の2aにおいてはウシ肝臓由来β-グルコシダーゼとβ-ガラクトシダーゼに対し IC50
値 939 μM、473 μM の阻害活性を示したが、アルキル鎖が n=11 の 2e においては IC50値 36 μM、30 
μM と阻害活性が 10 倍以上上昇した。また、化合物 2a～2c においてはヒトリソソーム β-グルコシ
ダーゼに対して阻害活性を示さなかったが、アルキル鎖が伸長するにつれ阻害活性が強くなりアル
キル鎖が長い化合物 2d、2e においては IC50値がそれぞれ 65 µM、73 µM と阻害活性を示すように
なった。3a～3e については、α-L-ラムノシダーゼに対してアルキル鎖が伸長するにつれて阻害活性
が上昇する傾向が見られ、アルキル鎖が n=11 の 3e においては IC50値 0.46 μM と強力な阻害活性を
示した。ライス由来 α-グルコシダーゼについてはアルキル鎖が n=3 の 3a において IC50値 339 μM
の弱い阻害活性を示したが、アルキル鎖 n=7 以上のものではその活性が消失した。また、ウシ肝臓
由来 β-グルコシダーゼと β-ガラクトシダーゼに対してはアルキル鎖が伸長するにつれて阻害活性
が強くなり、アルキル鎖が n=11 の 3e ではそれぞれ IC50値 9.5 μM、11 μM と強い阻害作用を示し
た。結果をまとめると、α-L-ラムノシダーゼに対しては二環性かつアルキル鎖が長い 3e が IC50 値
0.46 μM と最も強い阻害活性を示したが、ウシ肝臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラクトシダーゼに
対しても IC50値 9.5 μM、11 μM と強い阻害活性を示し、α-L-ラムノシダーゼに対する選択性につい
ては低い結果となった。 
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第五節 フェニル基導入による α-L-ラムノシダーゼ阻害活性への影響 
 
第四節においては、L-DMDP を基にした二環性イミノ糖である 3a～3e が α-L-ラムノシダーゼに
対して強い阻害活性を示し、中でもアルキル鎖が n=11 の 3e において IC50値 0.46 μM と最も強力な
阻害活性を示すことが明らかになった。しかしながら、ウシ肝臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラク
トシダーゼに対しても IC50値 9.5 μM、11 μM と強い阻害作用を示し、α-L-ラムノシダーゼに対する
選択性については低い結果となった。そこで、阻害活性の更なる上昇と選択性の向上を目的として、
L-DMDP の二環性誘導体に絞り構造最適化を行った。以前に、「N-benzyl 基のような芳香族基が α-L-
ラムノシダーゼ阻害の増強をもたらす可能性がある」と報告されていることから 85)、本節では構造
最適化としてフェニル基の導入とアルキル鎖の長さによる影響を検討した。窒素原子にそれぞれ長
さが異なるアルキル鎖を導入し、かつフェニル基を導入した 3h～3l の結果を比較した (Table 6)。
第四節の 3a～3e と同様 α-L-ラムノシダーゼに対して阻害活性を示し、3h～3l においてはアルキル
鎖が n=9 の 3l が IC50値 0.87 μM と最も強い阻害活性を示した。しかし、ウシ肝臓由来 β-グルコシ
ダーゼと β-ガラクトシダーゼに対してもそれぞれ IC50値 33 μM、13 μM と強い阻害活性を有するこ
とから、α-L-ラムノシダーゼに対する選択性については改善することができなかった。興味深いこ
とに、3hについてはアルキル鎖が n=1と短いにも関わらず α-L-ラムノシダーゼに対し IC50値 2.2 μM
とアルキル鎖が n=3 の 3i の IC50値 6.8 μM よりも強い阻害活性を示し、今までのアルキル鎖が伸長
するにつれて活性があがる傾向に当てはまらない結果となっている。また、3h～3k においてはウ
シ肝臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラクトシダーゼに対しては阻害活性を示さないことから、3l
よりも α-L-ラムノシダーゼに対しての選択性については優れた結果となった。 
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Table 6. Concentration of N-alkylbenzyl-L-DMDP cyclic isothiourea derivatives giving 50% inhibition of 
various glycosidase 
 
n = 1 3 5 7 9
3h 3i 3j 3k 3l
Penicillium decumbens 2.2 6.8 1.8 1 0.87
Almond NI NI NI NI NI
Bovine liver NI NI NI NI 33
Human lysosome NI NI NI NI NI
Bovine liver NI NI NI NI 13
Bovine kidney NI NI NI NI NI
Rice NI NI NI NI NI
Rat intestinal maltase NI NI NI NI NI
A.niger NI NI NI NI NI
Porcine kidney NI NI NI NI NI
E.coli NI NI NI NI NI
NI: No inhibition (less than 50% inhibition at 100 µM)
α-L-Rhamnosidase
β-Glucosidase
β-Galactosidase
α-L-Fucosidase
α-Glucosidase
Amyloglucosidase
N -alkylbenzyl-L-DMDP cyclic isothiourea derivatives
    Enzyme
IC50 (µM)
Trehalase
β-Glucronidase
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第六節 フェニル基のパラ位に対し置換基を導入することによる α-L-ラムノシダーゼ阻害活性へ
の影響 
 
第五節において、フェニル基を導入した二環性イミノ糖は α-L-ラムノシダーゼに対してフェニル
基導入前とほぼ同等な阻害活性を示すことが分かった。中でも、アルキル鎖が n=9 の 3l において
は IC50値 0.87 μM と最も強い阻害活性を示したが、ウシ肝臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラクトシ
ダーゼに対しても阻害活性を示し、選択性は改善することができなかった。一方、3h については
3lの阻害活性には劣るものの、アルキル鎖がn=1と短いにも関わらずα-L-ラムノシダーゼに対し IC50
値 2.2 μM と強い阻害活性を示し、また、ウシ肝臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラクトシダーゼに
対しては阻害活性を示さないことから、選択性については 3l よりも優れている結果となった。そこ
で本節では、α-L-ラムノシダーゼに対し強い阻害活性を示し、かつ選択性に優れていた 3h を基に、
さらなる構造最適化を行った。3h を基にベンゼン環上のパラ位に置換基 (メチル基、メトキシ基、
フルオロ基、クロロ基)を導入した化合物の α-L-ラムノシダーゼに対する阻害活性を検討した 
(Table 7) (他の酵素については全ての化合物で 100 µM において阻害活性を認めなかったため記載
していない)。3h とベンゼン環上に置換基を導入した 3m～3p の結果を比較すると、ベンゼン環上
に置換基を持たない 3h は α-L-ラムノシダーゼに対し IC50値 2.2 μM の阻害活性を示すのに対し、置
換基を導入した 3m〜3pについては α-L-ラムノシダーゼに対し IC50値 0.89〜1.8 μMの範囲で阻害活
性を示し、ベンゼン環上に置換基を導入したどの化合物も置換基を持たない 3h を上回る阻害活性
が認められた。特にクロロ基を導入した 3p については IC50値 0.89 μM と最も強い阻害活性を示し
た。以上の結果から、フェニル基が導入された二環性イミノ糖においてベンゼン環上にクロロ基を
導入することで、α-L-ラムノシダーゼに対する選択性を低下させることなく阻害活性を上昇させる
ことが分かった。 
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Table 7. Concentration of N-alkylbenzyl-L-DMDP cyclic isothiourea derivatives giving 50% inhibition of 
α-L-Rhamnosidase 
 
R IC50 (µM)
3h H 2.2
3m Me 1.2
3n OMe 1.6
3o F 1.8
3p Cl 0.89
N -alkylbenzyl-L-DMDP cyclic isothiourea derivatives
IC50 (µM)
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第七節 クロロ基の導入位置と数による α-L-ラムノシダーゼ阻害活性への影響 
 
第六節の結果、ベンゼン環上のパラ位に置換基を導入することで、α-L-ラムノシダーゼに対する
選択性を低下させることなく阻害活性を上昇させることが明らかになった。特にクロロ基を導入し
たアルキル鎖が n=1 の 3p の α-L-ラムノシダーゼに対する IC50値は 0.89 μM であり、アルキル鎖が
n=9 の 3l の IC50値 0.87 μM と同程度の阻害活性を示した。そこで本節では、クロロ基の影響を更に
検討するためにクロロ基の導入位置と数を変えることで阻害活性がどのように変化するか検討を
行った (Table 8) (他の酵素については全ての化合物で 100 µM において阻害活性を認めなかったた
め記載していない)。クロロ基の導入位置と数を変化させた誘導体 3p～3v の結果を見てみると、オ
ルト位にクロロ基が導入された 3q は α-L-ラムノシダーゼに対して IC50値 2.5 μM となり、パラ位に
クロロ基が導入された 3p の IC50値 0.89 μM と比べて阻害活性が低下した。一方、メタ位にクロロ
基が導入された 3r は α-L-ラムノシダーゼに対して IC50値 0.7 μM となり、3p に比べて更に強い阻害
活性を示した。また、メタ位とパラ位にそれぞれクロロ基が導入された 3t では IC50値 0.23 μM を示
し、これまで合成した化合物の中で最も強い阻害活性を示した。また、最も阻害活性の強かった 3t
と水酸基の向きが異なる ido-3t についても α-L-ラムノシダーゼに対する阻害活性を検討したが、阻
害活性は認められなかった。そのため、二環性であるだけでなく水酸基の絶対配置も重要であるこ
とが示唆された。 
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Table 8. Concentration of N-alkylbenzyl-L-DMDP cyclic isothiourea derivatives giving 50% inhibition of 
α-L-Rhamnosidase 
 
R1 R2 R3 R4 IC50 (µM)
3p H H Cl H 0.89
3q Cl H H H 2.5
3r H Cl H H 0.7
3s Cl H Cl H 0.8
3t H Cl Cl H 0.23
3u H Cl H Cl 0.7
3v H Cl Cl Cl 0.45
ido -3t NI
NI: No inhibition (less than 50% inhibition at 100 µM)
N -alkylbenzyl-L-DMDP cyclic isothiourea derivatives
IC50 (µM)
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第八節 化合物 3t の N-アルキル鎖の長さの影響 
 
第七節ではメタ位とパラ位にクロロ基を導入した 3t が α-L-ラムノシダーゼに対して IC50値 0.23 
μM の阻害活性を示し、これまでの化合物の中で最も強い阻害活性を示した。また、第四節では窒
素原子に結合したアルキル鎖が伸長するにつれて α-L-ラムノシダーゼに対する阻害活性が上昇す
る傾向も見られている。この結果から、これまでの化合物の中で最も強い阻害活性を示した 3t の
窒素原子に結合したアルキル鎖を伸長することで、更に阻害活性が上昇するのではないかと考えた。
そこで本節では 3t のアルキル鎖の長さを変えることで阻害活性がどのように変化するか検討した 
(Table 9)。最もアルキル鎖の短い n=1 の 3t が α-L-ラムノシダーゼに対して IC50値 0.23 μM の阻害活
性を示すのに対し、アルキル鎖がより長い 3w～3z では IC50値 0.46～1.4 μM の範囲で阻害活性を示
すものの、3t の阻害活性を超えるものはなかった。 
 
 
Table 9. Concentration of N-alkylbenzyl-L-DMDP cyclic isothiourea derivatives giving 50% inhibition of 
α-L-Rhamnosidase 
 
n = 1 2 3 4 5
3t 3w 3x 3y 3z
0.23 1.4 0.81 0.72 0.49
IC50 (µM)
N -alkylbenzyl-L-DMDP cyclic isothiourea derivatives
    Enzyme
α-L-Rhamnosidase
Penicillium decumbens
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小括 
 
ピロリチジン型イミノ糖の実用化に向けての最適化のために、第三章では簡便かつ柔軟な合成に
よって二環性イミノ糖を複数得ることを目的とし、 [5+5]員環構造のイミノ糖のデザインを検討し
た。その結果、ピロリジン型イミノ糖である DMDP、L-DMDP、ido-L-DMDP を基にした[5+5]員環
構造のイミノ糖を、デザイン通りわずか 2 steps で合成することに成功した。 
第四章では合成した化合物を用いてグリコシダーゼ阻害活性の比較を行った。DMDP を基に合成
した化合物 ent-3c では、DMDP では阻害を示さなかったヒトリソソーム β-グルコシダーゼに対し
て IC50値 2.4 μM と強い阻害活性を示すことが明らかになった。β-グルコシダーゼ阻害剤は、リソ
ソームに存在する β-グルコシダーゼであるグルコセレブロシダーゼの変異により、酵素活性が低下
する疾患であるゴーシェ病の PC 療法の治療薬と期待されていることから、ヒトリソソーム β-グル
コシダーゼに対する阻害活性の更なる上昇を目的に、DMDP を基に合成した二環性イミノ糖前駆体
と二環性イミノ糖の窒素原子にそれぞれ長さの違うアルキル鎖が結合した ent-2a～ent-2e、ent-3a
～ent-3e の結果を比較した。その結果、アルキル鎖が n=11 の化合物 ent-2e において IC50値 0.16 μM
と最も強力な阻害活性を示し、ゴーシェ病の PC 療法における治療薬として期待できる化合物を合
成することに成功した。 
L-DMDPを基に合成した二環性イミノ糖 3c が α-L-ラムノシダーゼに対して IC50値 1.6 μM の強い
阻害活性を示した。D体である DMDP を基にした二環性イミノ糖が α-L-ラムノシダーゼに対して阻
害活性を示さなかったことからも、α-L-ラムノシダーゼを阻害するには D体よりも L体のイミノ糖
の方が適していると考えられる。また、単環性イミノ糖については D体、L体ともに α-L-ラムノシ
ダーゼに対して阻害活性が認められなかったため、L 体かつ二環性の構造にすることが α-L-ラムノ
シダーゼを阻害するにあたり必要な要素であると考えられる。           
α-L-ラムノシダーゼ阻害剤は、これまでにない治療標的に作用し既存薬に耐性を持った結核菌に
も有効な抗結核薬になりうると期待されていることから、α-L-ラムノシダーゼに対する阻害活性の
更なる上昇を目的に検討を行った。 
 二環性の化合物 3a～3e においては、アルキル鎖が伸長するにつれて α-L-ラムノシダーゼに対し
て阻害活性が上昇する傾向が見られ、アルキル鎖が n=11 の 3e においては IC50値 0.46 μM と強力な
阻害活性を示した。この結果から、アルキル鎖を伸長することで化合物と酵素との親和性が上昇し
阻害活性が強くなったと考えられる。したがって、D体を基にした二環性イミノ糖についても、ア
ルキル鎖 n=11のものでは IC50値 67 μM と、L体を基にしたものには劣るものの阻害活性を示した。
しかしながら、単環性イミノ糖についてはアルキル鎖を伸長しても α-L-ラムノシダーゼに対する阻
害活性は上昇しなかった。この結果から、酵素に認識されるためには二環性であり、かつアルキル
鎖を伸長することが必要であると考えられる。 
しかしながら、アルキル鎖が伸長するにつれ α-L-ラムノシダーゼに対する阻害活性だけではなく、
ウシ肝臓由来 β-グルコシダーゼと β-ガラクトシダーゼに対しても阻害活性の上昇がみられた。この
結果から、α-L-ラムノシダーゼに対する選択的な阻害剤を開発するという点では、α-L-ラムノシダ
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ーゼに対する阻害活性は上昇させるが選択性が低下するアルキル鎖の伸長は適切な方法ではない
といえる。 
第五節では、阻害活性の上昇が期待できる L-DMDP を基にした化合物に絞り、阻害活性と選択性
の更なる上昇を目的にフェニル基の導入を行った。二環性イミノ糖においてはフェニル基を導入す
ることで阻害活性が大きく上昇することが分かった。また、アルキル鎖を伸長することで阻害活性
が上昇する結果が得られたものの、他の酵素に対する阻害活性も上昇してしまうため、やはりアル
キル鎖を伸長することは α-L-ラムノシダーゼに対する選択性を考える上で適切な方法ではないこ
とが示された。この結果から、阻害活性と選択性の両者を上昇させるにはアルキル鎖を伸長するの
ではなく、フェニル基を導入することが有用であると考えられる。 
第六節では、選択性を保ちつつ阻害活性の更なる上昇を目的に、構造最適化として、化合物 3h
のフェニル基のパラ位に各種置換基 (クロロ基、フルオロ基、メチル基、メトキシ基)を導入した。
クロロ基を導入した場合に最も強い阻害活性が認められ、また、選択性の低下も見られなかった。
上昇の理由についてはドッキングシミュレーション等で解析する必要があるが、フェニル基にハロ
ゲンを導入することでグリコシダーゼ阻害活性が上昇する例が報告されており 87)、今回もクロロ基
が阻害活性上昇に何らかの影響を与えていると考えられる。 
第七節では、クロロ基の導入が有用であることから、クロロ基の導入位置と数を変えることによ
り阻害活性がどのように変化するのかを検討した。メタ位とパラ位にクロロ基が導入された化合物
が IC50値 0.23 μM とこれまでの化合物で最も強い阻害活性を示した。また、α-L-ラムノシダーゼに
対する選択性も保たれていた。 
第八節では、これまでの化合物で最も阻害活性の強かったフェニル基のメタ位とパラ位にクロロ
基が導入された化合物において窒素原子に結合したアルキル鎖を伸長することで更なる阻害活性
の上昇が期待できると考え、アルキル鎖を n=2～5 の長さに伸長した化合物を合成した。しかしな
がら、アルキル鎖 n=2～5 の化合物において、阻害活性の上昇は認められなかった。 
抗結核薬としての実用化のためには、ポケットとの結合様式を解析することで更なる構造活性相
関を行うことや、実際に結核菌に対して化合物を投与することで発育がどの程度抑制されるかにつ
いて確認していく必要があるが、今回合成した二環性イミノ糖である 3t は、IC50値が 0.23 μM と強
力な阻害作用を示し、α-L-ラムノシダーゼに対する高い選択性も確認できたことから、抗結核薬と
して期待できる化合物の一つになりうるのではないだろうか。 
また、L-DMDP が阻害活性を示さなかった α-L-ラムノシダーゼに対して二環性にすることで阻害
活性を示したことから、単環性イミノ糖では阻害の強さや選択性が低かったグリコシダーゼに対し
ても、環化反応で二環性にすることで単環性にはない強力かつ選択的な活性を有する阻害剤が開発
できる可能性を示すことができた。 
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実験の部 
1. 使用機器 
吸光光度計 U1100 : HITACHI 
恒温槽   WATER BATH : SANSYO 
沸騰水浴    WATER BATH : SANSYO 
ソニケーター ULTRA SONIC CLEANER : AS ONE 
タッチミキサー TSTE TUBE MIXER : SIBATA 
組織用ホモジナイザー TSTE TUBE MIXER : SIBATA 
超遠心機 himac CR20GⅡ : HITACHI 
遠心分離機 LC-200 : TOMY 
 
2. 各酵素に対する阻害活性の測定 
α-L-ラムノシダーゼ (Penicillium decumbens 由来)、β-グルコシダーゼ (アーモンド由来、ウシ肝臓由
来)、β-ガラクトシダーゼ (ウシ肝臓由来)、α-L-フコシダーゼ (ウシ腎臓由来)、α-グルコシダーゼ (ラ
イス由来)、アミログルコシダーゼ (Aspergillus niger 由来)、トレハラーゼ (ブタ腎臓由来)、β-グル
クロニダーゼ (Escherichia coli 由来)、 p-nitrophenyl glycosides、 種々の二糖類は Sigma-Aldrich Co. 
から、ヒトリソソーム β-グルコシダーゼは Genzyme (Boston, MA) から購入した。刷子縁膜は、
Kessler らの方法に従ってラットの小腸から調製した。 
ライス由来 α-グルコシダーゼ、ラット小腸由来マルターゼ、Aspergillus niger 由来アミログルコシダ
ーゼ、ブタ腎臓由来トレハラーゼ活性は、基質として適切な二糖類を用いて pH 6.8 で測定した。25 
mM の基質および適量の酵素を含んだ反応液を 10~30 分間、37℃でインキュベーションを行った。
その後、100℃で 3 分間加熱することにより反応を停止させた。遠心分離後、得られた反応混合物
0.05 mL にグルコース CⅡ-テストワコー (富士フィルム和光純薬株式会社, 日本) を添加した。生
成した D-グルコース量を定量するために、505 nm における吸光度を測定した。 
アーモンド由来 β-グルコシダーゼ、ウシ肝臓由来 β-グルコシダーゼ、ウシ肝臓由来 β-ガラクトシ
ダーゼ、ウシ腎臓由来 α-L-フコシダーゼ、P.decumbens 由来 α-L-ラムノシダーゼ、Escherichia coli 
由来 β-グルクロニダーゼ活性は、基質として p-nitrophenyl glycoside を用いて測定した。2 mM の基
質および適量の酵素を含有した反応混合物に、400 mM Na2CO3を 2 mL 加えることで反応を停止さ
せた。その後、p-nitrophenol 量を決定するために 400 nm における吸光度を測定した。 
ヒトリソソーム β-グルコシダーゼ活性は、基質として 4-methylumbelliferyl-β-D-glucopyranoside 
(Sigma-Aldrich Co.) を用いて測定した。F-4500 蛍光分光光度計 (Hitachi, 日本)を用いて、遊離した
4-methylumbelliferone の蛍光を測定した (励起 362 nm, 蛍光 450 nm)。 
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機器データ 
機器情報 
 クロマトグラフィーは関東化学製シリカゲル 60 N(63-210 nm)を用いた。NMR スペクトルデータは 
JEOL JNM-A400、JEOL JNM-ECX500 分光計を用いて記録した。化学シフトは (δ) は内部標準とし
て CH3OH (3.30 ppm) および CHCl3 (7.26 ppm) を用いた。ピーク多重度は以下の略語で表記した(s, 
singlet; d, doublet; t, triplet; quint, quintplet; m, multiplet; br, broad) 。カップリング定数 (J) は Hz で表
記した。HRMS スペクトルデータは JEOL MStation JMS-700 を用いて記録した。特記しない限り、
市販の試薬は全て購入時の状態で使用した。 
 
二環性イミノ糖前駆体 (2a-z)の合成 
L-DMDP (0.3 mmol) を pyridine (4.4 ml), NEt3 (0.36 mmol) 溶液に溶解させた。対応するイソチオシア
ネート (0.33 mmol) を室温で加え、反応混合物を 21 時間撹拌した。溶媒をエバポレーターで蒸発
させ、残渣をトルエンと数回共沸させた。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィー (2 g, CH2Cl2: 
MeOH = 20 : 1) にかけて化合物 2a-z を得た。 
 
  
(2S,3S,4S,5S)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid butylamide (2a)  
colorless oil; 95%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.13 (2H, s), 4.02 (2H, br), 3.86 (2H, br), 3.69-3.62 
(1H, m), 3.52-3.45 (1H, m), 3.34-3.30 (2H, m), 1.63-1.56 (2H, m), 1.42-1.33 (2H, m), 0.95 (3H, t, J = 7.3 
Hz); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.46, 79.78, 72.87, 61.70, 46.32, 32.33, 21.24, 14.24; IR (neat): 
3268, 2956, 2931, 1559, 1069 cm
-1
; MS (FAB): m/z 279 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C11H23N2O4S 
279.1379; Found: 279.1376 (M
++1); [α]21D  -25.4 (c 0.4, MeOH). 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid hexylamide (2b)  
colorless oil; 96%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.13 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.87 (2H, br), 3.68-3.61 
(1H, m), 3.51-3.44 (1H, m), 3.34-3.30 (2H, m), 1.63-1.58 (2H, m), 1.37-1.33 (6H, m), 0.91 (3H, t, J = 6.7 
Hz); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.41, 79.95, 72.70, 61.68, 46.59, 32.76, 30.12, 27.80, 23.66, 
14.39; IR (neat): 3310, 2928, 2858, 1558, 1068 cm
-1
; MS (FAB): m/z 307 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for 
C13H27N2O4S 307.1692; Found 307.1694 (M
++1); [α]18D  -26.5 (c 0.9, MeOH). 
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(2S,3S,4S,5S)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid octylamide (2c)  
colorless oil; 85%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.12 (2H, s), 4.02 (2H, br), 3.86 (2H, br), 3.68-3.61 
(1H, m), 3.51-3.44 (1H, m), 3.34-3.29 (2H, m), 1.63-1.59 (2H, m), 1.34-1.30 (10H, m), 0.89 (3H, t, J = 7.0 
Hz); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.37, 79.95, 72.44, 61.66, 46.58, 33.00, 30.48, 30.37, 30.14, 
28.11, 23.71, 14.45; IR (neat): 3290, 2924, 2854, 1558, 1068 cm
-1
; MS (FAB): m/z 335 (M
+
+1); HRMS 
(FAB) Calcd for C15H31N2O4S 335.2005; Found 335.2003 (M
++1); [α]25D  -21.7 (c 0.3, MeOH). 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid decylamide (2d)  
white solid; mp; 98-99℃; 98%; 1H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.13 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.86 (2H, br), 
3.70-3.61 (1H, m), 3.51-3.44 (1H, m), 3.34-3.29 (2H, m), 1.61 (2H, t, J = 6.7 Hz), 1.34-1.29 (14H, m), 0.89 
(3H, t, J = 6.7 Hz); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.36, 79.78, 72.84, 61.68, 46.60, 33.07, 30.72, 
30.53, 30.47, 30.16, 28.12, 23.74, 14.50; IR (KBr): 3287, 2942, 2858, 1559, 1052 cm
-1
; MS (FAB): m/z 363 
(M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C17H35N2O4S 363.2318; Found: 363.2315 (M
++1); [α]18D  -25.7 (c 0.75, 
MeOH). 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid dodecylamide (2e)   
white solid; mp; 99-100℃; 63%; 1H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.13 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.87 (2H, 
br), 3.68-3.61 (1H, m), 3.52-3.45 (1H, m), 3.34-3.29 (2H, m), 1.61-1.60 (2H, m), 1.34-1.29 (18H, m), 0.89 
(3H, t, J = 6.7 Hz); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.38, 79.84, 72.59, 61.68, 46.58, 33.07, 30.79, 
30.75, 30.70, 30.52, 30.48, 30.15, 28.11, 23.73, 14.46; IR (KBr): 3284, 2921, 2851, 1558, 1064 cm
-1
; MS 
(FAB): m/z 391 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C19H39N2O4S 391.2631; Found: 391.2635 (M
+
+1); [α]18D  
-23.2 (c 0.7, MeOH). 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid tridecylamide (2f)  
47 
white solid; mp;102-103℃; 95%; 1H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.13 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.86 (2H, 
br), 3.65 (1H, quint, J = 7.0 Hz), 3.48 (1H, quint, J = 7.0 Hz), 3.34-3.30 (2H, m), 1.63-1.60 (2H, m), 
1.34-1.29 (20H, m), 0.89 (3H, t, J = 6.7 Hz); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.38, 79.62, 72.81, 
61.64, 46.58, 33.09, 30.80, 30.72, 30.54, 30.49, 30.16, 28.12, 23.75, 14.47; IR (KBr): 3267, 2923, 2853, 
1533, 1060 cm
-1
; MS (FAB): m/z 405 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C20H41N2O4S 405.2787; Found: 
405.2790 (M
++1); [α]24D-23.6 (c 1.0, MeOH). 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid tetradecylamide 
(2g)  
white solid; mp;73-75℃; 96%; 1H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.12 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.86 (2H, br), 
3.65 (1H, quint, J = 7.0 Hz), 3.48 (1H, quint, J = 7.0 Hz), 3.34-3.29 (2H, m), 1.63-1.59 (2H, m), 1.34-1.28 
(22H, m), 0.89 (3H, t, J = 6.7 Hz); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.40, 80.03, 72.55, 61.65, 46.58, 
37.00, 36.96, 33.10, 30.81, 30.78, 30.73, 30.55, 30.50, 30.17, 28.13, 23.75, 14.47; IR (KBr): 3299, 2981, 
2866, 1652, 1055 cm
-1
; MS (FAB): m/z 419 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C21H43N2O4S 419.2943; Found: 
419.2946 (M
++1); [α]25D-15.7 (c 0.9, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-benzyl-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioamide (2h)  
colorless oil; 86%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.35-7.20 (5H, m), 4.97 (1H, d, J = 14.9 Hz), 4.75 
(1H, d, J = 14.9 Hz), 4.15 (2H, s), 4.07 (2H, br), 3.89 (2H, br), 3.35-3.29 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 182.05, 140.28, 129.36, 128.71, 128.01, 80.13, 73.71, 61.52, 49.88; IR (neat): 3285, 2932, 
1529, 1340, 1065 cm
-1
; MS (FAB): m/z 313 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H21N2O4S 313.1222; Found: 
313.1218 (M
++1); [α]18D-34.8 (c 0.7, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)-N-(3-phenylpropyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2i) 
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colorless oil; 83%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.26-7.12 (5H, m), 4.13 (2H, s), 4.04 (2H, br), 3.87 
(2H, br), 3.73-3.66 (1H, m), 3.56-3.47 (1H, m), 3.34-3.29 (2H, m), 2.66 (2H, t, J = 7.9 Hz), 1.96-1.89 (2H, 
m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.54, 143.19, 129.42, 129.36, 126.83, 79.64, 72.67, 61.68, 46.19, 
34.36, 32.13; IR (neat): 3285, 2936, 1529, 1351, 1067 cm
-1
; MS (FAB): m/z 341 (M
+
+1); HRMS (FAB) 
Calcd for C16H25N2O4S 341.1535; Found: 341.1539 (M
++1); [α]23D-20.7 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)-N-(5-phenylpentyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2j) 
pale yellow oil; 93%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.25-7.10 (5H, m), 4.13 (2H, s), 4.02 (2H, br), 3.85 
(2H, br), 3.68-3.61 (1H, m), 3.52-3.45 (1H, m), 3.34-3.29 (2H, m), 2.65-2.60 (2H, m), 1.69-1.60 (4H, m) , 
1.42-1.34 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.40, 143.81, 129.42, 129.25, 126.63, 79.96, 72.65, 
61.62, 46.43, 36.77, 32.48, 29.93, 27.60; IR (neat): 3277, 2933, 1539, 1340, 1052 cm
-1
; MS (FAB): m/z 369 
(M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C18H29N2O4S 369.1848; Found: 369.1851 (M
+
+1); [α]24D -22.7 (c 1.0, 
MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)-N-(7-phenylheptyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2k) 
pale brown oil; 92%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.25-7.10 (5H, m), 4.13 (2H, s), 4.02 (2H, br), 3.86 
(2H, br), 3.68-3.61 (1H, m), 3.51-3.44 (1H, m), 3.34-3.30 (2H, m), 2.61-2.57 (2H, m), 1.61 (4H, br) , 1.36 
(6H, br); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.37, 143.95, 129.38, 129.22, 126.58, 79.84, 73.10, 61.65, 
46.54, 36.89, 32.71, 30.32, 30.24, 30.11, 28.02; IR (neat): 3298, 2927, 1534, 1349, 1061 cm
-1
; MS (FAB): 
m/z 397 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C20H33N2O4S 397.2161; Found: 397.2165 (M
++1); [α]23D-22.7 (c 
0.75, MeOH) 
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(2S,3S,4S,5S)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)-N-(9-phenylnonyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2l) 
pale brown oil; 92%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.25-7.10 (5H, m), 4.13 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.86 
(2H, br), 3.66-3.63 (1H, m), 3.49-3.46 (1H, m), 3.34-3.29 (2H, m), 2.65-2.53 (2H, m), 1.60 (4H, br) , 1.32 
(10H, br);
 13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.38, 143.97, 129.38, 129.22, 126.58, 79.98, 72.66, 61.67, 
46.57, 36.92, 32.76, 30.61, 30.53, 30.46, 30.29, 30.12, 28.06; IR (neat): 3277, 2924, 2853, 1348, 1061 cm
-1
; 
MS (FAB): m/z 425 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C22H37N2O4S 425.2474; Found: 425.2475 (M
++1); [α]25D
-21.0 (c 1.05, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)-N-(4-methylbenzyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2m) 
colorless oil; 89%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.23 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.11 (2H, d, J = 8.0 Hz), 
4.92 (1H, d, J = 15.0 Hz), 4.69 (1H, d, J = 15.0 Hz), 4.14 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.87 (2H, br), 3.34-3.30 (2H, 
m), 2.30 (3H, s); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.85, 137.71, 137.10, 129.96, 128.75, 79.64, 73.21, 
61.56, 49.70, 21.14; IR (neat): 3286, 2927, 1522, 1340, 1067 cm
-1
; MS (FAB): m/z 327 (M
+
+1); HRMS 
(FAB) Calcd for C15H23N2O4S 327.1378; Found: 327.1376 (M
++1); [α]26D-19.0 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)-N-(4-methoxybenzyl)pyrrolidine-1-carbothioami
de (2n) 
colorless oil; 77%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.27 (2H, d, J = 8.5 Hz), 6.85 (2H, d, J = 8.5 Hz), 
4.88 (1H, d, J = 14.7 Hz), 4.65 (1H, d, J = 14.7 Hz), 4.14 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.87 (2H, br), 3.76 (3H, s), 
3.34-3.30 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.76, 160.30, 132.20, 130.12, 114.75, 79.80, 73.32, 
61.58, 55.67, 49.85; IR (neat): 3275, 2931, 1512, 1340, 1248, 1176, 1066, 1026 cm
-1
; MS (FAB): m/z 343 
(M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C15H23N2O5S 343.1327; Found: 343.1325 (M
+
+1); [α]26D -27.8 (c 1.0, 
MeOH) 
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(2S,3S,4S,5S)-N-(4-fluorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2o) 
colorless oil; 70%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.38-7.35 (2H, m), 7.05-6.99 (2H, m), 4.93 (1H, d, J 
= 15.0 Hz), 4.72 (1H, d, J = 15.0 Hz), 4.14 (2H, s), 4.03 (2H, br), 3.88 (2H, br), 3.34-3.29 (2H, m); 
13
C NMR 
(100 MHz, MeOH-d4): δC 182.04, 163.34 (d, J = 242.2 Hz), 136.33 (d, J = 2.8 Hz), 130.58 (d, J = 8.6 Hz), 
115.90 (d, J = 21.9 Hz), 80.13, 72.45, 61.50, 49.85; IR (neat): 3296, 2928, 1507, 1350, 1221, 1067, 1016 
cm
-1
; MS (FAB): m/z 331 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H20FN2O4S 331.1128; Found: 331.1127 
(M
+
+1); [α]26D-25.5 (c 1.15, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-(4-chlorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2p) 
colorless oil; 85%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.34-7.28 (4H, m), 4.95 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.73 
(1H, d, J = 15.3 Hz), 4.15 (2H, s), 4.04 (2H, br), 3.87 (2H, br), 3.34-3.30 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 182.18, 139.26, 133.65, 130.30, 129.36, 79.87, 72.71, 61.48; IR (neat): 3295, 2932, 1532, 
1348, 1068, 1015 cm
-1
; MS (FAB): m/z 347 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H20ClN2O4S 347.0832; 
Found: 347.0832 (M
+
+1); [α]25D-25.2 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-(2-chlorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2q) 
pale brown oil; 68%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.40-7.34 (2H, m), 7.28-7.20 (2H, m), 4.99-4.85 
(2H, m), 4.16 (2H, s), 4.12-3.83 (4H, m), 3.34-3.29 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 182.48, 
137.41, 133.99, 130.26, 129.41, 127.88, 79.43, 73.19, 61.58, 47.58; IR (neat): 3275, 2929, 1522, 1340 cm
-1
; 
MS (FAB): m/z 347 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H20ClN2O4S 347.0832; Found: 347.0835 (M
+
+1); 
[α]27D-16.1 (c 1.0, MeOH) 
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(2S,3S,4S,5S)-N-(3-chlorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioamide 
(2r) 
pale yellow oil; 67%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.36-7.19 (4H, m), 4.93 (1H, d, J = 15.0 Hz), 4.76 
(1H, d, J = 15.0 Hz), 4.15 (2H, s), 4.08-3.75 (4H, m), 3.34-3.29 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 
182.24, 142.86, 135.14, 130.84, 128.67, 127.99, 127.02, 79.77, 72.88, 61.46, 49.11; IR (neat): 3297, 2927, 
1526, 1363, 1068 cm
-1
;  MS (FAB): m/z 347 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H20ClN2O4S 347.0832; 
Found: 347.0835 (M
+
+1); [α]27D-17.2 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-(2,4-dichlorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioam
ide (2s) 
pale brown oil; 62%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.43(1H, d, J = 1.9 Hz), 7.37 (1H, d, J = 8.6 Hz), 
7.27 (1H, dd, J = 8.6, 1.9 Hz), 4.93 (1H, d, J = 16.2 Hz), 4.84 (1H, d, J = 16.2 Hz), 4.16 (2H, s), 4.10-3.74 
(4H, m), 3.34-3.30 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 182.58, 136.53, 134.66, 134.20, 131.38, 
129.84, 128.05, 80.33, 72.85, 61.52, 47.00; IR (neat): 3270, 2929, 1522, 1364, 1333, 1046 cm
-1
; MS (FAB): 
m/z 381 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H19Cl2N2O4S 381.0442; Found: 381.0440 (M
+
+1); [α]23D-12.2 (c 
1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-(3,4-dichlorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioam
ide (2t) 
pale yellow oil; 85%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.51(1H, s), 7.44 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.28 (1H, d, 
J = 8.5 Hz), 4.92 (1H, d, J = 15.9 Hz), 4.74 (1H, d, J = 15.9 Hz), 4.15 (2H, s), 4.05 (4H, br), 3.34-3.30 (2H, 
m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 182.34, 141.50, 133.04, 131.55, 131.34, 130.71, 128.54, 80.28, 
72.99, 61.43, 48.45; IR (neat): 3288, 2931, 1521, 1362, 1066, 1033 cm
-1
; MS (FAB): m/z 381 (M
+
+1); 
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HRMS (FAB) Calcd for C14H19Cl2N2O4S 381.0442; Found: 381.0440 (M
++1); [α]27D-21.5 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-(3,5-dichlorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioam
ide (2u) 
colorless oil; 84%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.31(2H, s), 7.28 (1H, s), 4.90 (1H, d, J = 15.6 Hz), 
4.77 (1H, d, J = 15.6 Hz), 4.16 (2H, s), 4.28-3.73 (4H, m), 3.34-3.29 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 182.44, 144.79, 135.89, 127.78, 127.26, 80.07, 72.60, 61.40, 48.57; IR (neat): 3291, 2935, 
1570, 1529, 1363, 1326, 1067, 1017 cm
-1
; MS (FAB): m/z 381 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for 
C14H19Cl2N2O4S 381.0442; Found: 381.0441 (M
+
+1); [α]23D-24.0 (c 1.05, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-(3,4,5-trichlorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothio
amide (2v) 
pale yellow oil; 77%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.49(2H, s), 4.89 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.75 (1H, d, 
J = 15.3 Hz), 4.16 (2H, s), 4.35-3.81 (4H, m), 3.34-3.29 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 182.49, 
142.13, 134.77, 130.11, 129.23, 79.34, 72.67, 61.40, 48.09; IR (neat): 3275, 2930, 1521, 1363, 1319, 1067, 
1018 cm
-1
; MS (FAB): m/z 415 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H18Cl3N2O4S 415.0053; Found: 
415.0058 (M
++1); [α]23D-17.6 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-[2-(3,4-dichlorobenzyl)ethyl]-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carb
othioamide (2w) 
yellow oil; 81%; 
1
H NMR (400MHz, MeOH-d4): δH 7.43-7.40 (2H, m), 7.19 (1H, d, J = 7.9 Hz), 4.13 (2H, s), 
4.13-3.71 (6H, br), 3.34-3.30 (2H, m), 2.94 (2H, t, J = 6.7 Hz); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.66, 
141.73, 133.12, 131.98, 131.47, 131.06, 129.93, 79.98, 72.98, 61.37, 47.27, 35.22; IR (neat): 3310, 2935, 
53 
1539, 1340, 1066, 1031 cm
-1
; MS (FAB): m/z 395 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C15H21Cl2N2O4S 
395.0599; Found: 395.0597 (M
+
+1); [α]21D-25.1 (c 1.05, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-[3-(3,4-dichlorobenzyl)propyl]-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-ca
rbothioamide (2x) 
yellow oil; 95%; 
1
H NMR (400MHz, MeOH-d4): δH 7.40-7.38 (2H, m), 7.16 (1H, dd, J = 8.3, 2.2 Hz), 4.13 
(2H, s), 4.05 (2H, brs), 3.87 (2H, brs), 3.73-3.66 (1H, m), 3.56-3.49 (1H, m), 3.34-3.30 (2H, m), 2.65 (2H, t, 
J = 8.0 Hz), 1.98-1.87 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.63, 144.16, 133.03, 131.50, 131.38, 
130.58, 129.48, 79.64, 72.99, 73.00, 61.66, 45.82, 33.29, 31.69; IR (neat): 3291, 2936, 1539, 1363, 1051, 
1033 cm
-1
; MS (FAB): m/z 409 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C16H23Cl2N2O4S 409.0755; Found: 
409.0753(M
+
+1); [α]21D-16.3 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-[4-(3,4-dichlorobenzyl)butyl]-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-car
bothioamide (2y) 
yellow oil; 92%;
1
H NMR (400MHz, MeOH-d4): δH 7.40-7.38 (2H, m), 7.14 (1H, dd, J = 8.2, 1.5 Hz), 4.13 
(2H, s), 4.03 (2H, brs), 3.86 (2H, brs), 3.74-3.69 (1H, m), 3.57-3.52 (1H, m), 3.34-3.30 (2H, m), 2.65 (2H, t, 
J = 7.1 Hz), 1.66-1.64 (4H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.48, 144.62, 132.95, 131.52, 131.32, 
130.44, 129.49, 79.64, 73.08, 61.61, 46.06, 35.53, 29.64, 29.55; IR (neat): 3312, 2936, 1532, 1472, 1348, 
1057 cm
-1
; MS (FAB): m/z 423 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H19Cl2N2O4S 423.0912; Found: 
423.0910 (M
+
+1); [α]17D-25.1 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(2S,3S,4S,5S)-N-[5-(3,4-dichlorobenzyl)pentyl]-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-car
bothioamide (2z) 
yellow oil; 95%; 
1
H NMR (400MHz, MeOH-d4): δH 7.39-7.35 (2H, m), 7.12 (1H, d, J = 8.0 Hz), 4.13 (2H, s), 
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4.02 (2H, brs), 3.86 (2H, brs), 3.69-3.62 (1H, m), 3.52-3.45 (1H, m), 3.34-3.30 (2H, m), 2.63-2.56 (2H, m) , 
1.69-1.62 (4H, m) , 1.41-1.34 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 181.44, 144.81, 132.93, 131.47, 
131.32, 130.38, 129.47, 79.99, 73.02, 61.63, 46.29, 35.75, 32.00, 29.83, 27.41; IR (neat): 3310, 2934, 1533, 
1472, 1349, 1059 cm
-1
;  MS (FAB): m/z 437 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H19Cl2N2O4S 437.1068; 
Found: 437.1063 (M
+
+1); [α]18D-19.7 (c 0.9, MeOH) 
 
二環性イミノ糖誘導体 (3a-z)の合成 
2a-z (0.18 mmol) を含む MeOH (3.7 ml) 撹拌溶液に対し、室温で conc.HCl (5 滴) を加え、反応混合
物を 50 ℃で 24 時間撹拌した。冷却後、溶媒をエバポレーターで蒸発させ、残渣を MeOH と数回共
沸させた。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィー (2 g, CH2Cl2: MeOH = 15 : 1)にかけて化合物 
3a-z を得た。 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-Butylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (3a) 
colorless oil; 94%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.47-4.40 (1H, m), 3.97-3.91 (3H, m), 3.79-3.60 (4H, 
m), 3.46-3.36 (2H, m), 1.67-1.61 (2H, m), 1.45-1.36 (2H, m), 0.96 (3H, t, J = 7.4 Hz); 
13
C NMR (125 MHz, 
MeOH-d4): δC 171.93, 80.47, 79.45, 71.73, 68.58, 63.72, 49.09, 35.75, 32.09, 20.68, 13.82; IR (neat): 3226, 
2957, 2859, 1652 cm
-1
; MS (FAB): m/z 261 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C11H21N2O3S 261.1273; Found: 
261.1274 (M
++1);  [α]30D  +120.8 (c 0.4, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-Hexylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (3b)  
colorless oil; 98%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.25 (1H, br), 3.93-3.83 (3H, m), 3.69-3.64 (3H, m), 
3.52-3.47 (1H, m), 3.37-3.34 (2H, m), 1.62-1.58 (2H, m), 1.38-1.28 (6H, m), 0.91 (3H, t, J = 6.7 Hz); 
13
C 
NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 171.87, 80.46, 79.42, 71.77, 68.60, 63.70, 49.21, 35.82, 32.33, 30.02, 27.18, 
23.47, 14.31; IR (neat): 3260, 2940, 2852, 1653 cm
-1
; MS (FAB): m/z 289 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for 
C13H25N2O3S 289.1586; Found: 289.1588 (M
++1); [α]19D  +109.3 (c 0.4, MeOH). 
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(5S,6S,7S,7aR)-5-Hydroxymethyl-3-octylimino-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (3c)  
colorless oil; quant.; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.41-4.37 (1H, m), 3.96-3.91 (3H, m), 3.77-3.56 
(4H, m), 3.44-3.34 (2H, m), 1.66-1.60 (2H, m), 1.34-1.31 (10H, m), 0.91-0.88 (3H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 171.91, 80.47, 79.45, 71.75, 68.62, 63.74, 49.21, 35.80, 32.89, 30.20, 30.13, 30.08, 27.54, 
23.66, 14.40; IR (neat): 3290, 2926, 2856, 1653 cm
-1
; MS (FAB): m/z 317 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for 
C15H29N2O3S 317.1889; Found:317.1899 (M
++1); [α]18D  +97.1 (c 0.65, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-Decylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (3d)  
colorless oil; 95%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.40 (1H, br), 3.96-3.93 (3H, m), 3.77-3.57 (4H, m), 
3.42-3.34 (2H, m), 1.64 (2H, br), 1.30 (14H, br), 0.91-0.87 (3H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 
171.78, 80.42, 79.31, 71.73, 68.54, 63.65, 49.36, 35.84, 32.92, 30.54, 30.46, 30.32, 30.11, 30.02, 27.47, 
23.63, 14.43; IR (neat): 3286, 2923, 2854, 1653 cm
-1
; MS (FAB): m/z 345 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for 
C17H33N2O3S 345.2212; Found: 345.2211 (M
++1); [α]19D  +99.5 (c 0.7, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-Dodecylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (3e)   
colorless oil; quant.; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.42-4.39 (1H, m), 3.96-3.91 (3H, m), 3.77-3.57 
(4H, m), 3.45-3.35 (2H, m), 1.66-1.62 (2H, m), 1.29 (18H, br), 0.91-0.87 (3H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 171.89, 80.48, 79.44, 71.79, 68.63, 63.72, 49.43, 35.82, 33.04, 30.72, 30.66, 30.53, 30.45, 
30.18, 30.08, 27.54, 23.70, 14.45; IR (neat): 3271, 2923, 2853, 1653 cm
-1
; MS (FAB): m/z 373 (M
+
+1); 
HRMS (FAB) Calcd for C19H37N2O3S 373.2525; Found: 373.2528 (M
++1); [α]29D+98.5 (c 0.55, MeOH). 
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(5S,6S,7S,7aR)-3-Tridecylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (3f) 
colorless oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.45-4.41 (1H, m), 3.97-3.91 (3H, m), 3.78-3.59 (4H, 
m), 3.44-3.34 (2H, m), 1.67-1.61 (2H,m), 1.35-1.29 (20H, m), 0.89 (3H, t, J = 6.7 Hz); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 171.92, 80.46, 79.46, 71.71, 68.58, 63.76, 37.00, 36.95, 35.77, 33.08, 30.76, 30.68, 30.56, 
30.48, 30.20, 30.10, 27.56, 23.74, 14.45; IR (neat): 3252, 2923, 2853, 1652 cm
-1
; MS (EI): m/z 386 (M
+
+1); 
HRMS (EI) Calcd for C20H38N2O3S 386.2603; Found: 386.2601 (M
+
+1); [α]24D  +83.6 (c 0.9, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-Tetradecylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (3g) 
colorless oil; 96%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 4.43-4.40 (1H, m), 3.96-3.90 (3H, m), 3.77-3.58 (4H, 
m), 3.47-3.26 (2H, m), 1.66-1.61 (2H, m), 1.34-1.28 (22H, m), 0.89 (3H, t, J = 6.7 Hz); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 171.76, 80.46, 79.49, 71.62, 68.58, 63.82, 49.51, 35.76, 33.09, 30.81, 30.78, 30.69, 30.58, 
30.49, 30.22, 30.15, 27.58, 23.75, 14.46; IR (neat): 3267, 2922, 2853, 1646 cm
-1
; MS (EI): m/z 400 (M
+
+1); 
HRMS (EI) Calcd for C21H40N2O3S 400.2760; Found: 400.2761 (M
+
+1); [α]25D  +80.4 (c 0.9, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-Benzylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (3h) 
colorless oil; 99%; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.44-7.33 (5H, m), 4.66 (1H, d, J = 15.0 Hz), 4.53 
(1H, d, J = 15.0 Hz), 4.49-4.42 (1H, m), 3.96-3.93 (3H, m), 3.81-3.61 (4H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 172.33, 136.39, 130.11, 129.55, 128.75, 80.55, 79.48, 72.01, 68.73, 63.60, 52.40, 36.01; IR 
(neat): 3293, 2913, 1636, 1453, 1420 cm
-1
; MS (EI): m/z 294 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C14H18N2O3S 
294.1038; Found: 294.1037 (M
+
+1); [α]19D  +90.4 (c 0.4, MeOH). 
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(5S,6S,7S,7aR)-5-hydroxymethyl-3-[(3-phenylpropyl)imino]tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]-thiazole-6,7-diol 
(3i)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.30-7.17 (5H, m), 4.46-4.39 (1H, m), 3.99-3.92 
(3H, m), 3.81-3.57 (4H, m), 3.41-3.32 (2H, m), 2.76-2.70 (2H, m), 2.01-1.94 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 171.88, 141.81, 129.60, 129.44, 127.33, 80.45, 79.39, 71.69, 68.51, 63.72, 48.70, 35.82, 33.50, 
31.66; IR (neat): 3275, 2926, 1647, 1636 cm
-1
; MS (EI): m/z 322 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for 
C16H22N2O3S 322.1350; Found: 322.1350 (M
+
+1); [α]24D  +93.0 (c 0.95, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-5-hydroxymethyl-3-[(5-phenylpentyl)imino]tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]-thiazole-6,7-diol 
(3j)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.26-7.14 (5H, m), 4.44-4.41 (1H, m), 3.97-3.92 
(3H, m), 3.78-3.58 (4H, m), 3.42-3.31 (2H, m), 2.64-2.60 (2H, m), 1.69-1.62 (4H, m), 1.44-1.38 (2H, m); 
13
C 
NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 171.88, 143.45, 129.42, 129.33, 126.78, 80.46, 79.43, 71.74, 68.58, 63.71, 
49.29, 36.57, 35.80, 32.04, 29.90, 26.99; IR (neat): 3278, 2931, 1647, 1637 cm
-1
; MS (EI): m/z 350 (M
+
+1); 
HRMS (EI) Calcd for C18H26N2O3S 350.1664; Found: 350.1660 (M
+
+1); [α]25D  +89.2 (c 1.1, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-5-hydroxymethyl-3-[(7-phenylheptyl)imino]tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]-thiazole-6,7-diol 
(3k)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.25-7.11 (5H, m), 4.44-4.39 (1H, m), 3.96-3.90 
(3H, m), 3.78-3.58 (4H, m), 3.49-3.31 (2H, m), 2.59 (2H, t, J = 7.6 Hz), 1.63-1.62 (4H, m), 1.36 (6H, br); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 171.91, 143.83, 129.40, 129.26, 126.66, 80.46, 79.45, 71.72, 68.59, 
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63.73, 49.34, 36.82, 35.77, 32.57, 30.02, 29.98, 27.43; IR (neat): 3275, 2926, 1646, 1636 cm
-1
; MS (EI): m/z 
378 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C20H30N2O3S 378.1977; Found: 378.1975 (M
+
+1); [α]25D  +88.1 (c 0.75, 
MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-5-hydroxymethyl-3-[(9-phenylnonyl)imino]tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]-thiazole-6,7-diol 
(3l)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.25-7.10 (5H, m), 4.41-4.37 (1H, m), 3.96-3.90 
(3H, m), 3.76-3.56 (4H, m), 3.43-3.30 (2H, m), 2.58 (2H, t, J = 7.7 Hz), 1.64-1.61 (4H, m), 1.32 (10H, br);
 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 171.38, 143.93, 129.38, 129.24, 126.62, 80.46, 79.51, 71.44, 68.54, 
63.86, 49.71, 36.89, 35.68, 32.71, 30.44, 30.23, 30.18, 30.11, 27.53; IR (neat): 3254, 2925, 2853, 1640 cm
-1
; 
MS (EI): m/z 406 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C22H34N2O3S 406.2290; Found: 406.2285 (M
+
+1); [α]26D  
+84.4 (c 0.95, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-5-(hydroxymethyl)-3-[(4-methylbenzyl)imino]tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]-thiazole-6,7-di
ol (3m)  
pale yellow oil; quant;
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.24-7.19 (4H, m), 4.61 (1H, d, J = 15.0 Hz), 
4.50-4.46 (2H, m), 3.99-3.94 (3H, m), 3.82-3.62 (4H, m), 2.32 (3H, s); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 
172.22, 139.62, 133.30, 130.67, 128.79, 80.54, 79.50, 71.94, 68.73, 63.63, 52.23, 36.02, 21.14; IR (neat): 
3284, 2926, 1636 cm
-1
; MS (EI): m/z 308 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C15H20N2O3S 308.1195; Found: 
308.1193 (M
+
+1); [α]26D  +92.8 (c 1.0, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-5-(hydroxymethyl)-3-[(4-methoxybenzyl)imino]tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]-thiazole-6,7-
diol (3n)  
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colorless oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.28-7.25 (2H, m), 6.95-6.91 (2H, m), 4.58 (1H, d, J 
= 14.7 Hz), 4.47-4.41 (2H, m), 3.95-3.92 (3H, m), 3.78-3.60 (7H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 
172.03, 161.37, 130.34, 128.19, 115.41, 80.53, 79.50, 71.85, 68.69, 63.63, 55.79, 51.99, 36.00; IR (neat): 
3274, 2922, 1636, 1513, 1252 cm
-1
; MS (EI): m/z 324 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C15H20N2O4S 324.1144; 
Found: 324.1138 (M
+
+1); [α]26D  +93.5 (c 0.95, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-[(4-fluorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]-thiazole-6,7-dio
l (3o)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.40-7.36 (2H, m), 7.15-7.11 (2H, m), 4.64 (1H, d, 
J = 15.3 Hz), 4.53 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.51-4.46 (1H, m), 3.96-3.93 (3H, m), 3.79-3.62 (4H, m); 
13
C NMR 
(100 MHz, MeOH-d4): δC 172.28, 164.09 (d, J = 245.1 Hz), 132.46, 130.96 (d, J = 7.6 Hz), 116.81 (d, J = 
21.9 Hz), 80.56, 79.46, 72.05, 68.74, 63.54, 51.61, 36.05; IR (neat): 3326, 2917, 1634, 1511, 1222 cm
-1
; MS 
(EI): m/z 312 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C14H17FN2O3S 312.0944; Found: 312.0947 (M
+
+1); [α]27D  
+107.6 (c 1.0, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-[(4-chlorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]-thiazole-6,7-dio
l (3p)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.39 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.33 (2H, d, J = 8.6 Hz), 
4.61 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.51 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.44-4.38 (1H, m), 3.97-3.91 (3H, m), 3.80-3.57 (4H, 
m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 171.52, 135.83, 135.14, 130.39, 130.07, 80.56, 79.57, 71.58, 68.62, 
63.75, 52.31, 35.89; IR (neat): 3353, 2913, 1639,  1093 cm
-1
; MS (EI): m/z 328 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd 
for C14H17ClN2O3S 328.0648; Found: 328.0651 (M
+
+1); [α]26D  +87.2 (c 1.0, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-[(2-chlorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo-[1,2-c]thiazole-6,7
60 
-diol (3q)  
colorless oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.48-7.36 (4H, m), 4.73 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.65 
(1H, d, J = 15.3 Hz), 4.50-4.44 (1H, m), 4.00-3.93 (3H, m), 3.83-3.64 (4H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 172.48, 134.71, 133.80, 131.52, 131.46, 131.02, 128.71, 80.48, 79.38, 71.88, 68.71, 63.68, 
50.47, 36.16 MS (EI): m/z 328 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C14H17ClN2O3S 328.0648; Found: 328.0651 
(M
+
+1); IR (neat): 3356, 2905, 1636 cm
-1; [α]27D+80.5 (c 1.05, MeOH). 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-[(3-chlorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo-[1,2-c]thiazole-6,7
-diol (3r)  
colorless oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.40-7.27 (4H, m), 4.65 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.53 
(1H, d, J = 15.3 Hz), 4.48-4.42 (1H, m), 3.98-3.94 (3H, m), 3.82-3.60 (4H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 171.94, 139.15, 135.81, 131.62, 129.47, 128.72, 127.13, 80.58, 79.55, 71.83, 68.71, 63.66, 
52.13, 35.94; IR (neat): 3286, 2917, 1635 cm
-1
; MS (EI): m/z 328 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for 
C14H17ClN2O3S 328.0648; Found: 328.0651 (M
+
+1); [α]27D  +92.8 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-[(2,4-dichlorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo-[1,2-c]thiazole
-6,7-diol (3s)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.49 (1H, s), 7.42 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.34 (1H, d, 
J = 8.3 Hz), 4.60- 4.50 (2H, m), 4.30-4.24 (1H, m), 3.94-3.86 (3H, m), 3.76-3.49 (4H, m); 
13
C NMR (100 
MHz, MeOH-d4): δC 169.23, 135.49, 135.24, 134.96, 131.98, 130.34, 128.62, 80.46, 79.78, 70.00, 68.20, 
64.42, 52.38, 35.48; IR (neat): 3368, 2900, 1636 cm
-1
; MS (EI): m/z 362 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for 
C14H16Cl2N2O3S 362.0259; Found: 362.0255 (M
+
+1); [α]26D  +63.3 (c 0.9, MeOH) 
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(5S,6S,7S,7aR)-3-[(3,4-dichlorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo-[1,2-c]thiazole
-6,7-diol (3t)  
colorless oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.57-7.55 (2H, m), 7.30 (1H, d, J = 8.6 Hz), 4.66 
(1H, d, J = 15.9 Hz), 4.55 (1H, d, J = 15.9 Hz), 4.52-4.46 (1H, m), 3.98-3.95 (3H, m), 3.83-3.63 (4H, m); 
13
C 
NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 172.61, 137.32, 133.88, 133.41, 132.18, 130.86, 128.65, 80.61, 79.49, 72.26, 
68.84, 63.50, 51.04, 36.12; IR (neat): 3353, 2919, 1632 cm
-1
; MS (EI): m/z 362 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd 
for C14H16Cl2N2O3S 362.0259; Found: 362.0255 (M
+
+1); [α]25D  +80.4 (c 0.95, MeOH) 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-[(3,5-dichlorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo-[1,2-c]thiazole
-6,7-diol (3u)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.43 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.34 (2H, s), 4.64 (1H, d, 
J = 15.6 Hz), 4.53 (1H, d, J = 15.6 Hz), 4.48-4.42 (1H, m), 3.98-3.94 (3H, m), 3.83-3.60 (4H, m); 
13
C NMR 
(100 MHz, MeOH-d4): δC 171.83, 141.10, 136.62, 129.22, 127.34, 80.59, 79.58, 71.78, 68.71, 63.68, 51.81, 
35.92; IR (neat): 3346, 2905, 1634 cm
-1
; MS (EI): m/z 362 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C14H16Cl2N2O3S 
362.0259; Found: 362.0255 (M
+
+1); [α]26D  +71.7 (c 0.9, MeOH) 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-[(3,4,5-trichlorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo-[1,2-c]thiaz
ole-6,7-diol (3v)  
pale yellow oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.51 (2H, s), 4.60 (1H, d, J = 15.8 Hz), 4.51 (1H, 
d, J = 15.8 Hz), 4.45-4.40 (1H, m), 3.97-3.91 (3H, m), 3.81-3.57 (4H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): 
δC 171.42, 138.68, 135.50, 131.70, 129.23, 80.59, 79.63, 71.57, 68.67, 63.75, 51.72, 35.85; IR (neat): 3367, 
2901, 1636 cm
-1
; MS (EI): m/z 396 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C14H15Cl3N2O3S 395.9869; Found: 
395.9858 (M
+
+1); [α]24D  +56.9 (c 0.95, MeOH) 
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(5S,6S,7S,7aR)-3-{[2-(3,4-dichlorobenzyl)ethyl]imino}-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo[1,2-c]
thiazole-6,7-diol (3w) 
yellow oil; quant; 
1
H NMR (400MHz, MeOH-d4): δH 7.49-7.44 (2H, m), 7.21-7.16 (1H, m), 4.41-4.39 (1H, 
m), 3.91-3.88 (3H, m), 3.72-3.49 (6H, m), 2.93-2.91 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 172.24, 
139.56, 133.51, 132.24, 132.00, 131.89, 130.17, 80.44, 79.43, 71.93, 68.72, 63.63, 50.41, 35.86, 35.27; IR 
(neat): 3326, 2917, 1638 cm
-1
; MS (FAB): m/z 377 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C15H19Cl2N2O3S 
377.0493; Found: 377.0491 (M
+
+1); [α]22D+61.1 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-{[3-(3,4-dichlorobenzyl)propyl]imino}-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo[1,2-
c]thiazole-6,7-diol (3x) 
yellow oil; quant; 
1
H NMR (400MHz, MeOH-d4): δH 7.43 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.41 (1H, s), 7.16 (1H, d, J = 
8.6 Hz), 4.40-4.35 (1H, m), 3.97-3.89 (3H, m), 3.76-3.55 (4H, m), 3.39-3.34 (2H, m), 2.69 (2H, t, J = 7.4 
Hz), 1.99-1.91 (2H,m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 171.09, 143.00, 133.22, 131.63, 131.57, 131.03, 
129.52, 80.47, 79.54, 71.32, 68.48, 63.91, 49.11, 35.73, 32.64, 31.57; IR (neat): 3295, 2917, 1640 cm
-1
; MS 
(EI): m/z 390 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C16H20Cl2N2O3S 390.0572; Found: 390.0567 (M
+
+1); [α]21D
+82.9 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-{[4-(3,4-dichlorobenzyl)butyl]imino}-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo[1,2-c]
thiazole-6,7-diol (3y) 
yellow oil; quant; 
1
H NMR (400MHz, MeOH-d4): δH 7.41 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.38 (1H, s), 7.14 (1H, d, J = 
8.6 Hz), 4.43-4.37 (1H, m), 3.96-3.92 (3H, m), 3.76-3.57 (4H, m), 3.45-3.34 (2H, m), 2.64-2.63 (2H, m), 
1.67-1.66 (4H,m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 171.36, 144.02, 133.06, 131.51, 131.47, 130.68, 
63 
129.51, 80.47, 79.51, 71.46, 68.52, 63.83, 49.42, 35.69, 35.19, 29.65, 29.00; IR (neat): 3267, 2917, 1638 
cm
-1
; MS (EI): m/z 404 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C17H22Cl2N2O3S 404.0728; Found: 404.0716 (M
+
+1); 
[α]17D+68.4 (c 1.0, MeOH) 
 
 
(5S,6S,7S,7aR)-3-{[5-(3,4-dichlorobenzyl)pentyl]imino}-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo[1,2-
c]thiazole-6,7-diol (3z) 
yellow oil; quant; 
1
H NMR (400MHz, MeOH-d4): δH 7.40 (1H, dd, J = 8.3, 1.5 Hz), 7.35 (1H, s), 7.12 (1H, d, 
J = 8.3 Hz), 4.44-4.38 (1H, m), 3.97-3.91 (3H, m), 3.77-3.57 (4H, m), 3.43-3.30 (2H, m), 2.63-2.60 (2H, m), 
1.70-1.61 (4H,m), 1.43-1.35 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 171.42, 144.49, 132.97, 131.49, 
131.40, 130.50, 129.50, 80.46, 79.50, 71.46, 68.52, 63.86, 49.52, 35.72, 35.59, 31.62, 29.94, 26.92;  IR 
(neat): 3272, 2933, 1644 cm
-1
; MS (EI): m/z 418 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for C18H24Cl2N2O3S 418.0885; 
Found: 418.0884 (M
+
+1); [α]18D+74.0 (c 1.0, MeOH) 
 
二環性イミノ糖前駆体 (ent-2a-e)の合成 
化合物 ent-2a-e は L-DMDP の代わりに DMDP を使用し、2a-e の合成と同じ手順により合成した。  
 
 
(2R,3R,4R,5R)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid butylamide 
(ent-2a)  
97%; [α]17D  +24.6 (c 0.4, MeOH). 
1
H-NMR of ent-2a was identical with that of 2a. 
 
 
(2R,3R,4R,5R)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid hexylamide 
(ent-2b)   
quant.; [α]23D  +29.2 (c 1.2, MeOH). 
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1
H-NMR of ent-2b was identical with that of 2b. 
 
 
(2R,3R,4R,5R)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid octylamide 
(ent-2c)   
98%; [α]24D  +20.1 (c 0.3, MeOH). 
1
H-NMR of ent-2c was identical with that of 2c. 
 
 
(2R,3R,4R,5R)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid decylamide 
(ent-2d)  
98%; [α]19D  +27.0 (c 0.5, MeOH). 
1
H-NMR of ent-2d was identical with that of 2d. 
 
 
(2R,3R,4R,5R)-3,4-Dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioic acid dodecylamide 
(ent-2e)   
96%; [α]19D  +24.4 (c 0.7, MeOH). 
1
H-NMR of ent-2e was identical with that of 2e. 
 
二環性イミノ糖誘導体 (ent-3a-e)の合成 
化合物 ent-3a-e は 2a-e の代わりに ent-2a-e を使用し、3a-e の合成と同じ手順により合成した。 
 
 
(5R,6R,7R,7aS)-3-Butylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (ent-3a)  
quant.; [α]18D  -125.1 (c 1.2, MeOH). 
1
H-NMR of ent-3a was identical with that of 3a. 
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(5R,6R,7R,7aS)-3-Hexylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (ent-3b)   
91%;
 [α]24D  -109.0 (c 0.5, MeOH). 
1
H-NMR of ent-3b was identical with that of 3b. 
 
 
(5R,6R,7R,7aS)-5-Hydroxymethyl-3-octylimino-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (ent-3c)  
93%; [α]28D  -94.6 (c 0.3, MeOH). 
1
H-NMR of ent-3c was identical with that of 3c. 
 
 
(5R,6R,7R,7aS)-3-Decylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (ent-3d)   
quant.; [α]18D  -100.6 (c 0.5, MeOH). 
1
H-NMR of ent-3d was identical with that of 3d. 
 
 
(5R,6R,7R,7aS)-3-Dodecylimino-5-hydroxymethyl-tetrahydro-pyrrolo[1,2-c]thiazole-6,7-diol (ent-3e)  
97%; [α]18D  -99.7 (c 0.6, MeOH). 
1
H-NMR of ent-3e was identical with that of 3e. 
 
ido-2t の合成 
化合物 ido-2t は L-DMDP の代わりに ido-L-DMDP を使用し、2t の合成と同じ手順により合成した。 
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(2S,3R,4R,5S)-N-(3,4-dichlorobenzyl)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carbothioa
mide (ido-2t) 
pale yellow solid; mp; 188-190℃; 94%; 1H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.52(1H, s), 7.43 (1H, d, J = 8.0 
Hz), 7.28 (1H, dd, J = 8.0, 2.2 Hz), 4.94 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.74 (1H, d, J = 15.3 Hz), 4.43 (2H, br), 4.23 
(2H, br), 3.75 (2H, br), 3.34-3.30 (2H, m); 
13
C NMR (100 MHz, MeOH-d4): δC 182.27, 141.53, 133.02, 
131.53, 131.33, 130.81, 128.65, 75.48, 75.34, 63.43, 59.41; IR (neat): 3357, 2934, 1522, 1348, 1028 cm
-1
; 
MS (FAB): m/z 381 (M
+
+1); HRMS (FAB) Calcd for C14H19Cl2N2O4S 381.0442; Found: 381.0443 (M
+
+1); 
[α]17D  -43.7 (c 1.0, MeOH) 
 
ido-3t の合成 
化合物 ido-3t は 2t の代わりに ido-2t を使用し、3t の合成と同じ手順により合成した。 
 
 
(5S,6R,7R,7aR)-3-[(3,4-dichlorobenzyl)imino]-5-(hydroxymethyl)tetrahydro-1H-pyrrolo-[1,2-c]thiazol
e-6,7-diol (ido-3t) 
colorless oil; quant; 
1
H NMR (400 MHz, MeOH-d4): δH 7.56 (1H, s), 7.53 (1H, d, J = 2.5 Hz), 7.28 (1H, d, J 
= 8.5 Hz), 4.62-4.50 (4H, m), 4.08-4.05 (1H, m), 3.92-3.74 (4H, m), 3.54-3.49 (1H, m); 
13
C NMR (100 MHz, 
MeOH-d4): δC 172.75, 137.87, 133.84, 133.21, 132.13, 130.75, 128.52, 81.27, 74.37, 72.97, 67.23, 62.70, 
51.48, 29.00; IR (neat): 3294, 2930, 1637 cm
-1
; MS (EI): m/z 362 (M
+
+1); HRMS (EI) Calcd for 
C14H16Cl2N2O3S 362.0259; Found: 362.0264 (M
+
+1); [α]17D  +122.2 (c 1.0, MeOH) 
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結論 
 
二環性イミノ糖は、阻害する酵素の予測や合成が困難であるといった理由などから、生理活性や、
新規構造を有する二環性イミノ糖の合成に関する知見は十分には得られていなかった。今回、
C.australe から単離した二環性イミノ糖と共通構造を有する単環性イミノ糖との阻害活性の違いや
関連性の直接比較を行った。その結果、インドリチジン型イミノ糖と比べピロリチジン型イミノ糖
は構造から阻害を示すグリコシダーゼの予測が困難であることを見出した。より多くのピロリチジ
ン型イミノ糖を用いて阻害活性を比較していくにあたり、天然物から単離した化合物のみで検討す
るのは困難であると考え、ピロリジン型イミノ糖である DMDP、L-DMDP、ido-L-DMDP を基にし
た、[5+5]員環構造のイミノ糖をデザインし、簡便な合成法でピロリジン型イミノ糖からわずか 2 
steps で一挙に誘導体を合成することでその問題を解決した。最終的に、ゴーシェ病の PC 療法の
治療薬として期待されているヒトリソソーム β-グルコシダーゼに対して IC50値 0.16 μMと強力な阻
害活性を有する DMDP を基にした化合物 ent-2e、新しい機序の抗結核薬として期待されている α-L-
ラムノシダーゼに対して IC50 値 0.23 μM と強力な阻害活性を示す L-DMDP を基にした化合物 3t
を見出すことに成功した。L-DMDP は非天然の化合物であることからも、この結果は天然物からの
イミノ糖の単離だけでは得られなかった貴重な知見と言える。今回の研究結果から、単環性イミノ
糖では阻害の強さや選択性が低かったグリコシダーゼに対しても、環化反応で二環性にすることで
単環性にはない強力かつ選択的な活性を有する阻害剤が開発できる可能性を示すことができた。 
今後は、現在見つかっている単環性イミノ糖を人工的に環化することで、より強力かつ選択的な
グリコシダーゼ阻害剤が開発され、ピぺリジン型イミノ糖に続き、二環性イミノ糖が医薬品として
承認されることを期待する。 
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